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略語表
本文中に以下の略語を用いた。
Br－MⅢC　：4－brono田ethy1－7－nethoxycouⅢarin
BSA　　　：bovine seru】コ　albu皿in
Cyt．b5　：cyt，OChroEle bS
DEP　　　：diethyl pyr・OCarbonate
I）EX　　　：dexamethasone
DMSO　　：di血ethyl sulfoxide
EB　　　　：estradiol　3－benzoate
ECOD　　：ethoxycoumarin O－deethylase
FABP　　：fatty acid binding protein
fpl　　　：NADH－CytOChroDle b5　rleductase
fp2　　　：NADPH－CytOChrome P450　reductase
Kpi　　　：pOt，aSSiun phosphate buffer
LAH　　　：lauric acid hYdroxylase
LAllH　　：lauric acid（aJ－1トhYdroxylase
LA12H　：lauric acid aJ－hydroxylase
NBS　　　：neYborn bovine seruIn
P450　　　：cytochro皿e P450
PBS　　　：Phosphate－bufferled saline
PP　　　　：peroxisome proliferator
PPAR　　：peroxisozne proliferat・Or－aCtivated receptor
PPBP　　：PerOXisome proliferator binding protein
PPRE　　：peroxisone proliferator responsible eleE）ent，
RXR　　　：retinoid X rleCePtOr
SDS－PAGE：sOdiuⅢdodecyl sulfateTPOlyacrylatBide gel electrophoresis
T3　　　：3，3’，5－triiodo－L－thyronine sodiun salt
TP　　　　：testosterone propionate
第1章　　　序論
クロフイプレートは、血中のトリアシルグリセロールやコレステロール浪度を
下げる抗高脂血症薬として広く用いられている。クロフイプレートをげっ歯類に
投与すると肝臓が肥大し1）、肝細胞内のベルオキシゾームの数、容積が増加し2・
3）、さらに長期的な投与ではNongenotoxicな肝ガンを誘発することが報告されて
いる4）。その後、クロフイプレートだけでなく、他の抗高脂血症薬であるベザフ
イプレート、シプロフイプレートや、プラスチック可塑剤であるMono－（2－ethy卜
hexYl）phthalateや、Dト（2－ethylhexYl）phthalateにも同様の作用があることが明
らかにされた5．6㌦　これら一連の化合物は、PeroxisoⅢe PrOliferator（PP）と呼ば
れ、げっ歯類の肝ではベルオキシゾームの他、小胞体やミトコンドリアにおける
脂肪酸代謝に朗与する酵素を誘導する性質があることが知られている7）。
ミトコンドリアは生体内のエネルギー産生において重要な役割を持ち、脂肪酸
のl酸化の主要な場である。それに対し、ベルオキシゾームにはミトコンドリア
とは異なる脂肪酸のβ酸化系酵素が存在し、ミトコンドリアでは直接酸化されに
くい長鎖脂肪酸やジカルポン酸などが代謝される。肝ベルオキシゾーム中のこれ
らの脂肪酸β酸化に関与する酵素系がPPにより誘導されることが数多く報告され
ている8・9）。一方、肝小胞体においては、ミトコンドリア、ベルオキシゾームの
両器官とは異なる脂肪酸の伽位を水酸化する酵素系が存在し、この反応にはチト
クロームP450（P450）が関与している。この脂肪酸の伽水酸化を触媒するP450分子
種もクロフイプレートなどのPPにより顕著に誘導される10）。このP450分子種は、
Nebertらによる命名法ではCYP4A subfamilyに相当し11）、現在までラットやウサ
ギなどから複数の分子種が単離、精製されている。特にラットにおいては、その
機能的な側面や発現調節機構などが詳細に検討され、CYP4A112）、CYP4A213）、
CYP4A314）及びCYP4A815）の4種類の分子種が同定されている。これらCYP4A
Subfamilyは、3－メチルコラント　レン誘導型のCYPIAや、フェノバルビタール誘導
型のCYP2B分子種とは異なり、おもに脂肪酸の水酸化反応を触媒することが知られ
ている12㌦　Fig．1、Tablelに示すようにラウリン酸を基質とした場合、CYP4A
Subfa血ilyは特異的に伽水酸化反応に関与するが、（山一1）水酸化反応では、他の多
くのP450分子種が作用することが報告されている16・17㌦　その中でもCYP4Alは、
正常雄性Wistar系ラット肝においては総P450量の3～5　％の比含量を示すが、PPの
－1－
投与によりその含量は5～40倍に増加する18°19㌦　これに対しCYP4A2は、雄性ラッ
トの肝及び腎において雄特異的に発現している分子種であり、PPによる誘導効果
は少ないと報告されている13・⊥9㌦　また、CYP4A3は糖尿病または自然高血圧誘発
ラットにおいて含量が増加する分子種であり、PPによる誘導効果は少ないことが
知られている14・20）。そのためラットにおいては、PPによる脂肪酸水酸化活性の
増加はCYP4Å1の誘導によるものと考えられている。PPによるCYP4Alの誘導は特に
肝で原著であるが、その誘導がベルオキシゾームβ酸化酵素系の誘導に先立って
起こり、CYP4Alの自殺基質である10－Undecynoic acidを投与するとPPによるベル
オキシゾームの増殖が抑制されるという報告があり21）、CYP4Å分子種の誘導とベ
ルオキシゾームβ酸化酵素系またはベルオキシゾーム増殖の間には深い関連性が
あると考えられている。PPによるこれらCYP4A分子種の一連の誘導については、
cYP4Alによって代謝される脂肪酸の水酸化体がさらに細胞質酵素によって酸化を
受けジカルポン酸となり、これが直接的に、または何らかの因子を介してベルオ
キシゾームβ酸化酵素系の誘導にシグナルを送るという仮説が提唱されている
（Fig．2）18㌦
このようにCYP4Aは生体内の脂肪酸代謝の恒常性の維持機構を理解する上で非常
に重要なKeY enzymeであると考えられる。すでにラット肝におけるCYP4A分子種の
ppによる誘導は、雌よりも雄で感受性が高いことが報告されているが19’、この性
差発現の機構は明らかでない。また前述したように、PPの投与によりげっ歯類の
脂肪酸代謝酵素は誘導されるが、その感受性は動物種によって異なることが報告
されている22）。すなわちラットとマウスは高感受性型、モルモットとマーモセッ
トは低感受性塾、ウサギとハムスターはその中間型とされている0　このような動
物種間の感受性の差異が生じる原因としては、PPによる脂肪酸代謝酵素の誘導機
構が種によって異なるなどの様々な因子が考えられているがその詳細は明らかで
はない。現在までラットにおけるCYP4Aの発現調節の検討がなされてきたが、PPに
対して高い感受性を持つマウスに対する知見は非常に乏しい0
そこで本研究の第1章では、クロフイプレート投与ラットにおいてCYP4A誘導に
性差のあることを確認し、その誘導機構を明らかにするために性腺切除や性ホル
モン及び成長ホルモンなどの投与を行い、その影響をラウリン酸を基質とする山
水酸化活性を指標として検討した。また第2章ではマウス肝に正常レベルで発現し
－　2　－
ている脂肪酸水酸化酵素活性とCYP4A関連タ　ンパクとの関連性を検討し、また、そ
の調節機構を明らかにするため、CYP4A発現に及ぼす性ホルモンの影響を第1章と
同様の方法で解析した。さ　らに第3章ではマウスにおいて、肝以外で脂質やその他
の薬物の酸化を行っている臓器として腎について脂肪酸水酸化酵素の発現調節機
構を明らかにするために同様の検討を行った。
TabIel．LauricacidhydroxylaseactivityofcytochromeP450S
P450S
Lauricacid Lauricacid
O－hydroxylation （O・1）－hydroxy］ation
4Al ＋＋＋ ＋
4A2 ＋＋ ＋
4A3 十十 ＋
1A2 ＋
2Al ＋
2C6 ＋
2C11 ＋
2El ＋
3A2 ＋
cooH一一→－HO
CYP4A1，2，3
。，。ゝ
CYPIA2
CYP2A1，6
CYP2C6，11
CYP2EI
CYP3A2
Lauricacid O－Hydroxylauricacid
COOH
（O－1）－HydroxyIauricacid
Fig，1，Hydroxy］ationof］auricacidbycytochromeP450sinrat・
－　3　－
Hepatocyte
Fig・2・TheroIeofCYP4Ainductioninperoxisomepro旧eratationbyPPs・
Abbreviations：ER；endoplasmicreticulum，（一），OH；（一）－hydroxy・
DerivedfromSharmaetal．Biochem．Pharmaco／．
（1988）37，1193－1201
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第1章　クロフ　イプレート投与によるラット肝脂肪酸水酸化酵素CYP4A誘導に及ぼ
す性ホルモンの影響
第1節　序
1978年にOsu皿iらは23）、ラットにおけるPP投与によるベルオキシゾームβ酸化
酵素系の誘導には雌雄差があり、雄性ラ　ットの誘導効果は雌性ラットの約2～6倍
であると報告した。さらに、1989年Kawashi皿aらは2日この誘導の雌雄差は性ホル
モンに依存し、テストステロ　ンで増強され、エストラジオールで抑制される　こと
を示した。また最近Sugiyamaらは25）、雌性ラットにおいて卵巣切除や脳下垂体切
除によるホルモン状態の変化によ　り、その誘導のレスポンスが影響を受ける　こと
を報告した。一方ラットにおけるPP投与によるCYP4Alの誘導にも同様の性差が認
められ、雄性ラットにおいてその感受性の高いことが知られているが19）、その調
節のメカニズムは明らかにされていない。そこで本章では、ク　ロフ　イプレート投
与によるラ　ット肝CYP4A誘導の調節機構を検討するため、ラウリ　ン酸伽，（山一1）水
酸化活性の測定法を開発し、ついでこれら酵素活性に及ぼす性ホルモンの影響を
調べた。
第2節　ラウリ　ン酸α，（山一1）水酸化活性測定法の開発
CYP4A分子種によるラウリ　ン酸の代謝物であるラウリ　ン酸の，（山一1）水酸化体は、
多くの場合、ガスクロマトグラフィー26）、または、高速液体クロマトグラフ　ィー
（HPLC）27】で分離定量されている。しかし、ラウリン酸とその代謝物は、そのまま
では強いUV吸収や蛍光発光を持たないため、ほとんどの場合、ラジオアイ　ソトー
プラベルしたラウリ　ン酸を基質として用いたり、ラウリ　ン酸とその代謝物を誘導
体化したのち検出定量している。AoYaⅢaらはUV吸収をもつ誘導体化試薬を用いて
いるが、　ミク　ロソームを酵素源として用いた場合、その有機溶媒抽出物中には誘
導体と分離できない生体成分が存在し、分析が不可能であることを報告した28）。
また、Imokaらはラウリ　ン酸とその代謝物を9一AnthryldiazoElethaneで誘導体化し、
蛍光検出器を用いるHPLCにより定量しているが29）、この方法による感度や再現性
のデータは明らかにされていない。そこで、本研究ではカルポン酸の蛍光ラベル
化剤である4－broTdOmethyl－7－皿ethoxycoumarin（Br－M皿C）を用いてラウリ　ン酸の代謝
－　5　－
生成物であるラウリン酸α，（山一1）水酸化体を定量する方法について検討した0　す
なわちラウリ　ン酸をMDPHの存在下でミクロソームと反応させた後代謝物を抽出し、
蛍光ラベル化剤Br－Mmcを用いて誘導体化した（Fig・3）。実際に代謝反応を行い、
HPLCで分析した結果の一例をFig．4Aに示す。なお検出波長は励起波長が328　nm、
蛍光波長が380nuで測定した。標準物質のクロマトグラムより内標準物質10－
HYdroxydecanoic acid、ラウリン酸（u－1）水酸化体及びラウリン酸a・水酸化体の
溶出時間はそれぞれ10，19及び21分であった。また、NADPH非存在下ではそれらの
ピークが検出されず他に妨害ピークも検出されなかった（Fig．4B）。さらに、ラウ
リン酸の水酸化体標準品を用いるとき、0．5～20　nm01の範囲で添加量とピーク面
積との間には直線性が認められた（Fig．5）。次に、ミクロソームタンパク0・1皿g、
ラウリ　ン酸100　nⅢ01を使用した場合、山水酸化体の産生量とイ　ンキュベーシ　ョン
との間には反応時間25分程度まで直線性が得られた（Fig・6）。さらに、ミクロソー
ムタンパク量と代謝物の産生量とについては、タンパク量0．01～0．3　mgの範囲で
直線性が得られた（Fig．7）。データには示していないがラウリン酸（山一1）水酸化体
標準品を用いた場合の検量線も同様の結果を示し、（の－1）水酸化活性の定量も行
うことが可能であることが明らかになった。以上の結果より、本節で検討したラ
ウリ　ン酸の，（山一1）水酸化活性の測定法は、簡便でかつ高感度な湘定法であること
が示された。
C”3呼0・RCOOH
CH2Br
R＝CllH23・
4・Bromomethy］－7－
methoxycoumarrn
60。C，60min
；細
K2CO3
CH30呼O
CH20COR
Fig．3．Thederivatizationofcarboxylicacidwith
4－bromomethyl－7－methoxycoumarin（Br－Mmc）・
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（A）
（B）
10
Retentiontime（min）
10
Retentiontime（min）
Fig．4．HPLCprofileofJauricacidmetabolites．
（A）Hepaticmicroson？eSfr°mClofibrate－treatedrat（250mg／kg／
dayfor3days）werelnCUbatedfor20minwithsodiumIaurate
（100nmoI）at37qCwithNADPH．
12－OH；O－hydroxylauricacid，11－OH；（u－1）・hydroxy］auricacid，
LS．；10－hydroxydecanoicacid．
（B）As（A），butwithoutNADPHintheincubationmixture．
－　7　一
（．??????????????????
0　　5　10　15　20　25　30
12－OH（nmoI）
Fig．5．CalibrationcurvefortD－hydroxylauricacid・
．O－Hydroxylauricacid（12－0日）andinternalstandard
（i．S．）werederivedwithBr－Mmc・
0　　5　10　15　20　25　30
Time（min）
Fig．6．TirTTeCOurSeOltLrhydroxyLauricacid（12－OH）
tormation．
ReactiorlmixturecontainedO．1rrlgrnicrosomaT
PrOteれ100nrnoIsodiumlaurateinO・5m10日目M
POtaSSiumphosphatebufferandlmMNADPH・
（】??）〓???
0　　　　0．1　　　0．2　　　0．3
Microsomalproteh（mg）
F栂．7．Microsomalproteindependencyot
㊥－hydroxylauricacid（12－OH）brmation・
Reactionwasper10rmedtor20mれ
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第3節　ラウリ　ン酸水酸化活性誘導に及ぼす性ホルモンの影響
3－1　ク　ロフ　イ　プレート単回投与による影響
8適合の雌雄ラットにクロフイプレート250　皿g／kg体重量を1回投与し、1日後の
ラウリ　ン酸水酸化（LAH）活性を測定した。その結果、雄性ラットではラウリ　ン酸山
水酸化（LA12H）活性が頭著に誘導された。雌性ラットにおいてもLA12H活性の上昇
が認められたが、その増加は雄の50　％程度であ　り、クロフ　イプレートによるラッ
ト肝　LA12H活性誘導には雌雄差のあることが確認された（Fig．8）。次に、この誘
導の雌雄差には性ホルモンによる調節機構が働いているのではないかと考え、
Table　2に示した実験計画によ　り、性腺切除処理や性ホルモン前投与を施しての同
様の検討を行った。その結果はFig．9に示すように、雄性ラットにおいては精巣切
除によ　り、対照群またはク　ロフ　イプレート投与群においても未処理群のラ　ット　と
比較して僅かに活性の減少が認められたが有意差は認められなかった。精巣切除
後Testost，erOne Propionate（TP）を前投与したラ　ットでは未処理ラット群とほぼ同
程度の誘導活性を示したが、Estradiol　3－Benzoat，e（EB）を投与したラットにおい
ては誘導効果の減少がみられた。以上の結果から、雄性ラットにおいてはエスト
ラジオール由来の何らかの因子がクロフイプレートによるLA12H活性の誘導を抑制
的に調節することが示された。一方、Fig．10に示すように、雌性ラ　ットにおいて
は卵巣切除により僅かに活性の誘導は増加するが有意差は認められなかった。し
かし、卵巣切除後TPを前投与したラットではLA12H活性の顕著な増加が認められた。
これに対してEBの前投与では、未処理ラ　ット群と同程度の活性が誘導された。以
上の結果より雌性ラットにおいてはテストステロ　ン由来の因子が、クロフ　イ　プレ
ート投与によるLA12H活性誘導に対して許諾的に調節することが示された。
－　9　－
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3－2　ク　ロフ　イ　プレートの3日間投与による影響
上記の結果よ　り、特に雄性ラ　ット　においては性腺切除処理や男性ホルモン処理
がク　ロフ　イ　プレート単回処理時のLAH活性の変動にあま　り影響を及ぼしていないこ
とが示唆された。　この理由として、ク　ロフ　イ　プレート　の投与量が少ないために誘
導が：最大レベルに達していないとも考えられた。そこで、ク　ロフ　イ　プレート　の投
与期間を3日間に延長して誘導効果を検討した。その結果Fig．11に示すように、ま
ず正常雄性ラ　ットにおけるクロフ　イ　プレート投与によるLA12H活性誘導は、正常雌
性ラットのおよそ2．5倍となった。次にPig．12に示すように、精巣切除雄性ラット
においてはTP前投与のLA12H活性の誘導は未処理群とほぼ同程度であ　り、これらの
処理による影響はクロフイプレート1回投与の場合と同様の結果が得られた。また、
精巣切除後EBを前投与したラットでは、クロフ　イ　プレートによる誘導能の減少が
認められた。一方Fig．13に示すように、雌性ラットにおいては卵巣切除によ　りク
ロフ　イ　プレートによるLA12H活性の誘導の増加が認められた。また、TP前投与によ
りその誘導の増加はさ　らに上昇した。さ　らに、EBの前投与におけるクロフ　イ　プレ
ート誘導活性は未処理群と同程度まで低下した。以上の結果は、3－1の結果と一致
するものであ　り、雄性ラットにおいてはテストステロ　ンのLA12H誘導活性に及ぼす
影響は少なく、エストラジオールは抑制的に働く　ことが示唆された。
??????????????????
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3－3　3週令時での性腺切除処理の影響
前述までの実験系では、すべて6週令で性腺切除したラットを使用した。ラット
における6適合は、幼君期から成熟期への過渡期であるとされている。雄性ラット
の肝に特異的に発現しているCYP2Cllは、成熟期に精巣切除した場合にはその発現
量は僅かに減少するが、生後24時間以内に精巣切除することにより、この分子種
の発現量はほとんど認められなくなることが知られている30㌦　以上のことから、
CYP4Alの誘導の調節において雄性ラットでの性腺切除処理やTP前投与は性腺切除
の時期による影響を受けることが考えられるので、哺乳期を終えた直後の3過令時
に性腺切除処理を施しCYP4Aの誘導能を検討した。その結果、Fig．14，15に示すよ
うに雌雄ラットのいずれにおいても、6過令の結果とはぼ同様となった。
? ? ? ? ? ? ? ?
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hydroxylase activity・
Abbreviations：C；cOntrOI，TP；teStOSterOnePrOPl0natetreated，
EB；eStradiol3－benzoatetreated，CL；Clofibratetreated・
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第4節　P450含量及び電子伝達系成分の変動
4－1　P450含量の変動
ク　ロフ　イプレート投与によるLA12H活性の誘導とP450含量の相関性を検討するた
めに、Table　3に示した処理群についてP450含量を測定した。その結果、正常雄性
ラットにおいては、クロフ　イプレート投与によりP450含量はおよそ2．2倍に増加し
た。クロフイプレート投与群についてみると、正常雄性ラットに対して精巣切除
による含量の変動はみられなかったがTP前投与により若干増加がみられた。それ
に対しEB前投与により約28　％のP450含量の減少が認められた。正常雄性ラットの
LA12沿活性が著しく低いこと、クロフイプレートによるLA12H活性誘導もエストラ
ジオール投与での抑制されることよ　り、雄性ラットにおいてはクロフイ　プレート
により誘導される主なP450分子種は、LA12H酵素即ちCYP4Aである可能性が示唆さ
れた。それに対し雌性ラットにおいては、未処理群、卵巣切除群のいずれもクロ
フ　イプレート投与によりP450含量は増加するが、その増加の割合は雄性ラットよ
りも低くかった。また、P450含量変動とLA12H活性誘導との間に相関性は認められ
なかった。以上の結果より、雌性ラットにおいては他のP450分子種誘導の関与が
示唆された。
－15－
4－2　電子伝達系成分の変動
P450による触媒反応には、電子供与体としてNADH，NADPHが必要であり、この反
応には2種類のフラビン酵素、すなわちNADH－CytochroⅢe b5　reduct・aSe（fpl）及び
NADPH－Cytochrome P450reductase（fp2）の介在を要する。すなわちfplからはヘ
ムタンパクであるCyt．b5に、fp2からは直接P450あるいはCyt・b5に電子が伝達され、
Cyt．b5からはP450またはシアン感受性因子（CSF）に電子が伝達されている（Fig・16）0
したがってクロフイプレート投与によって電子伝達系成分の変動が認められるか、
また成分含量が性ホルモンの調節を受けているのかを検討するためにfp2活性と
CYt．b5含量を測定した（Table3）。その結果fp2活性に関して、雄性ラットにおい
ては、クロフ　イプレート投与によっても、性腺切除または性ホルモン前投与によ
ってもこれらの活性はほぼ対照群ラットと同等であり処理の影響は認められなか
った。またLA12H活性の変動との問にも相関性は認められなかった。しかし、雌性
ラットにおいては、その活性の変動の傾向はLA12H活性の変動とほぼ一致している
ことが示された。　Cyt．bS含量に関しては、雌雄ラットにおいて、性腺切除や性ホ
ルモン、クロフイプレート投与による変動はほとんど認められなかった。以上の
結果から、雄性ラットにおいてクロフイプレート投与によるLA12H活性の誘導は電
子伝達系成分の影響は少なく、雌性ラットにおいては、fp2活性の誘導の関与が示
唆された。
NADH j fpl　　　細　Cyt．b5＋　　細　CSF
／I
NADPH＋　　細　fp2・　　細　　P450
02
」　．rug。xi．。ti。n
Fig．16．Electrontransportsysteminmicrosome・
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第5節　CYP4Åタンパクの変動
これまでの結果より、ラット肝ミクロソームにおけるクロフイプレート投与に
ょるLA12H活性の誘導は、雌雄ラットにおいて、エストラジオールが抑制的に、雌
性ラットにおいては、テストステロンが増強的に調節していることが認められた0
また、雌性ラットにおいては、fp2の関与も示唆苧れた。そこで、このような
LA12H活性誘導の変動がCYP4Aタンパクの発現とどのような相関性を有しているの
かを検討した。ラットCYP4Å1に対するポリクローナル抗体を用いたWestern blot
法により解析すると（Fig．17）、対照群においては、雌雄ラットともに正常レベル
のCYP4Aタンパクのバンドはほとんど検出されなかった（lanesl and　3）。しかし、
クロフイプレート投与により雄性ラットでおよそ51．5KDaの位置にCYP4Aタンパク
のバンドが強く検出され誘導効果が認められた（1ane　2）。それに対し雌性ラット
でのCYP4Aタンパクの誘導は、雄性ラットよりも弱く（1ane　4）雌雄差が認められた。
性腺切除群ラットのクロフイプレート投与においては、雄性ラットでEB前投与に
ょりCYP4Aタンパクの発現の低下が認められた（lane　7）。それに対し、性腺切除及
びTP前投与群での誘導効果は無処理群とほぼ同程度であった（lanes　5　and　6）。ま
た、雌性ラットにおいては、卵巣切除処理群でCYP4Aタ　ンパク発現誘導は若干上昇
した（lane　8）。また、TP前投与によってCYP4Aタンパク発現誘導は原著に上昇し、
検出されたバンド強度は同じくクロフイプレート投与した雄性ラットのレベルと
同程度であることが認められた（lane　9）。EB前投与群のCYP4Aタンパクの誘導は無
処理群雌性ラットとほぼ同程度であった（lanelO）。以上の結果より、クロフ　イプ
レート投与によるラット肝CYP4Aタンパク誘導に対する性ホルモンの影響は、前節
で示したLA12H活性の変動における結果と一致し、LA12H活性はCYP4A活性の指標と
して有用であることが支持された。
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第6節　CYP4Al　皿RNAの変動の解析
本研究におけるCYP4Aの性ホルモンの調節機構としては、次の2つの可能性が考
えられる。まず、1つは、性ホルモン由来の因子がクロフ　イ　プレート　によるCYP4A
遺伝子の活性化段階で抑制的、あるいは増強的に作用する可能性である。も　う1つ
の可能性としては、性ホルモン由来の因子によるCYP4Aタ　ンパクの安定化、あるい
は不安定化の可能性である。後者の例としてSongらは31）、ラット肝における
CYP2Elはエタノール、アセト　ンなどによ　りそのタ　ンパク　レベルは5倍に誘導される
ものの、ⅢRNAレベルは変化が認められず、その誘導はタ　ンパクの安定化のためで
ある　と報告している。そこで、CYP4Al　皿RNAに結合するオリ　ゴヌク　レオチドを検出
プローブと　して用いたNorthern blot法によ　り、CYP4Al】ERNAの変動の有無を解析
した（Fig．18）。なお、ここで用いたプローブはCYP4Al遺伝子配列と高い相同性を
有するCYP4A2及びCYP4A3の皿RNAとは結合しない、高い特異性をもつオリ　ゴヌク　レ
オチドである19）。その結果、無処理群においては、雌雄ラットともにCYP4Al
ⅢRNAのバンドがわずかに検出された（lanesl and　3）。また、性腺切除及び卵巣切
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除処理群のCYP4Al皿RNAのバンドもわずかに検出された（lanes5　and9）。しかし、
クロフイプレート投与により雄性ラットで強いCYP4Al　ⅢRNAのバンドが検出され誘
導効果が認められた（lane　2）。それに対し雌性ラットでのCYP4Al　ⅢRNAの誘導は、
雄性ラットよりも弱く（lane　4）雌雄差が認められた。性腺切除群ラットのクロフ
ィプレート投与においては、雄性ラットでEB前投与によりCYP4Al皿RNAの発現の低
下が認められた（1ane　8）。それに対し、性腺切除及びTP前投与群での誘導効果は
無処理群とほぼ同程度であった（1anes　6　and　7）。また、雌性ラットにおいては、
卵巣切除処理群でCYP4Al　皿RNA発現の誘導は若干上昇した（lanelO）。また、TP前
投与によってCYP4Al　皿ENA発現の誘導は頭著に上昇し、検出されたバンド強度は同
じくクロフ　イ　プレート投与した雄性ラットのレベルと同程度であることが認めら
れた（lanell）。EB前投与群のCYP4Al　ⅢRNAの誘導は無処理群雌性ラットとほぼ同
程度であった（lane12）。このように雌雄ラットにおけるすべての処理群で、
CYP4Al　ⅢRNAの変動はLA12H活性及びCYP4Aタンパクの変動と一致することが認めら
れた。以上の結果より、クロフイプレート投与によるCYP4A誘導における性ホルモ
ンの作用はCYP4Aタンパク詔訳後ではなく、軒訳前にあたる遺伝子発現段階である
こ　とが明らかになった。
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Fig．18．Northernbl0tanalysisofCYP4AlmRNAinintact，gOnadectomizedorsex
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第7節　ラ　ット肝初代培養細胞におけるホルモンの作用
7－1　性ホルモンの作用
肝は、複雑多様な機能を持ち、これらの機能を解明するためにしばしば培養肝
細目抱が用いられる。しかし、トリプシン消化した肝から得られた株化細胞や、肝
癌由来の株化細目抱は、培養は比較的容易であるがほとんど正常な肝機能を維持し
ていないため、これらの細胞を用いて得られた結果の解釈には注意を要する32）。
しかし、肝実質細胞は株化細胞と比較して正常な肝での薬物代謝系を考察する上
で有用であると考えられている。また、すでに多数のグループによって、ラット
肝初代培養系におけるクロフイプレート処理によるCYP4Aの誘導も報告されている
33‘34㌦　そこで、ラット肝初代培養系を用いてクロフイプレートによるCYP4A誘導
に対する性ホルモンの影響が肝に対して直接的なのか、または何らかの因子を介
在するのかを検討した。コラゲナーゼ潅流法により得られた肝細胞を用い、培養
開始4時間後に培登液にテストステロンあるいはエストラジオールを200／上M添加
した培養液と交換して培養した。交換24時間後にクロフ　イプレート1州を添加し
た培養液に交換し、24時間後に肝細胞を回収し、常法に従ってミクロソームを調
製し、LAH活性を測定した（Fig．19）。その結果、雄性ラットの肝細胞においては、
テストステロ　ン添加によ　りLA12H活性は僅かに上昇したが、すべての群において
LA12H活性誘導は、ほぼ一定のレベルを示した。また、データには示さないが雌性
ラットにおいても、すべての群において、LA12H活性はほぼ一定のレベルを示した。
また、Fig．20に示したようにCYP4Åタ　ンパクの発現を解析した結果、51．5　KDa及び
52．5　KDaの位置にCYP4Aタ　ンパクのバンドが同程度の強度で検出され、酵素活性レ
ベルと同様の挙動を示した。なお、ここで認識されたタンパクは、その分子量か
ら51．5　KDaのタ　ンパクはCYP4Al及びCYP4A2、52．5　KDaのタ　ンパクはCYP4A3である
ことが予想された。以上の結果から、クロフ　イプレート投与によるCYP4A誘導に対
する性ホルモンによる作用は肝に対する直接効果ではなく、性ホルモン由来の何
らかの因子が介在している　ことが示唆された。
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Fig・20．EffectofsexhormonesontheinductionofCYP4A
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7－2　成長ホルモン及び甲状腺ホルモンの作用
CYP4A誘導の性差発現に及ぼす性ホルモンの作用に介在する因子と　して、視小下
部一脳下垂体システムすなわち成長ホルモンの分泌パターンの変化が考えられる。
例えば、雄性ラットに特異的に発現しているCYP2Cll及び雌性ラ　ット　に特異的に発
現しているCYP2C12は、成長ホルモンによって発現が調節されている　ことが報告さ
れている35）。これらのうち前者はテストステロン依存的であって雄性に特異的な
成長ホルモンの間欠的な分泌パターンによ　り調節されてお　り、後者は雌性に特異
的な継続的な成長ホルモンの分泌パターンによ　り調節されている。また、雄性ラ
ット　においても成長ホルモンの継続的な投与によ　りCYP2C12の発現が認められるこ
とや、脳下垂体切除時の間欠的な成長ホルモンの投与によ　り雌性ラ　ットにおいて
CYP2Cllの発現が認められることが報告されている36‾38）。次に甲状腺ホルモンは
下垂体において、成長ホルモン遺伝子の5’－Flanking r・egionの甲状腺ホルモン認
識領域に作用して遺伝子を活性化することが知られており39）、P450分子種の発現
調節にも関与していることが報告されている40㌦
そこで、ラ　ット肝初代培養系を用いてクロフ　イ　プレート　によるCYP4A誘導に対す
る成長ホルモン及び甲状腺ホルモンの影響を検討した。方法と　しては、7－1と同様
にして得られた肝細胞を用い、培養開始4時間後に培養液にヒト成長ホルモン
1mU／皿1あるいは3，3’，5－トリ　ヨードtL－サイ　ロニンナトリ　ウム（T3）30　nMを添加し
た培養液と交換した。さ　らに培養液交換24時間後に培養液にク　ロフ　イ　プレート
1ⅡlMを添加した培養液と交換し、24時間後に肝細胞を回収後、　ミクロソーム中の
LAH活性を測定した（Fig．21）。その結果、成長ホルモン添加群では対照群に対して
活性誘導が47％減少した。同様に、T3添加群においても20％の活性誘導の減少が
認められた。また、CYP4Aタ　ンパクの発現レベルも酵素活性の変動パターンに類似
していた（Fig．22）。以上の結果より、クロフ　イ　プレートによるCYP4Aの発現は、成
長ホルモン及び甲状腺ホルモンによ　り抑制的に調節される　こ　とが示唆された。
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第8節　考察
Kaikausらは21’、クロフイプレート投与によるベルオキシゾームl酸化酵素系
の誘導経路にはCYP4Aの誘導が不可欠であるこ　とを示し、CYP4Aとベルオキシゾー
ムβ酸化酵素系の誘導の調節には、深い関連性があると考えられている。1982年
にHanhijarviらは41’、ラットにおいて、PPであるperfluorooctanoic acid投与に
よるベルオキシゾームβ酸化酵素系の誘導及び肝肥大の形成は、雌よりも雄でそ
のレスポンスは高く、雌雄差が存在することを報告した。また、その誘導はテス
トステロンで増強的に、エストラジオールで抑制的に調節されていることも報告
されている24㌦　本研究においても雌性ラットにおけるクロフイプレート投与によ
るLA12rl活性、CYP4Aタ　ンパク及びCYP4Al mRNAの誘導は卵巣切除で若干増加し、テ
ストステロン投与で顧著に増加し、ベルオキシゾームβ酸化酵素系の調節パター
ンと一致した。しかし、雄性ラットにおいては、この誘導効果の変動パターンは
テストステロンの影響が認められないことより、ベルオキシゾームβ酸化酵素系
の誘導パターンと異なっている。この差異からク　ロフ　イプレート投与による
CYP4A誘導の調節機構はベルオキシゾームβ酸化酵素系の誘導の調節機構とは異な
ることが考えられた。しかし、Paulらは4z】クロフイプレートの投与量が多いとベ
ルオキシゾームβ酸化酵素系の誘導におけるテストステロンの影響は隠蔽される
ことを報告している。また、Kawashi皿aら24）、Paulら42）もクロフイプレートを餌
に混合して投与しているのに対し、本研究では、腹腔内投与していることがこれ
らの結果に影響を及ぼしている可能性も考えられる。
ImaOkaらは43・44’、CYP4Alの脂肪酸水酸化活性には、Cyt．b5経由の電子伝達系
が関与することを再構成系の実験より明らかにした。しかし第4節の実験系では、
クロフ　イ　プレート投与によるCyt．b5含量の誘導は認められず、LA12rI活性の誘導と
の関連性は少ないと考えられた。さらに雌性ラットにおけるクロフ　イプレート投
与によるLA12tl活性、CYP4Aタンパク及びCYP4Al tnRNAの誘導パターンとfp2の誘導
バク「ンが類似することより、CYP4Al遺伝子発現とfp2遺伝子発現の間は深い相関
性ある　ことが予想された。
ラ　ット肝初代培養系においてクロフ　イ　プレート　とテストステロ　ンあるいはエス
トラジオールを同時添加した培養液で培養してもベルオキシゾームのβ酸化活性
誘導には影響がないことが報告されている45㌦　これは、PPによる肝ベルオキシゾ
ー25－
ームβ酸化酵素系誘導には性ホルモンによる間接的な調節機構が存在することを
示唆するものであり、第7節におけるCYP4Aの誘導効果についても同様の結果が得
られた。また、クロフイプレートのよるCYP4A誘導に対する性ホルモンによる影響
は、成長ホルモンの分泌パターンを変化することによってその発現が調節される
可能性が考えられた。さらに、甲状腺ホルモンもCYP4Aの発現を抑制的に調節して
いることより、性ホルモンや成長ホルモンだけでなく生体内の総合的なホルモン
バランスがCYP4A発現の調節に関与していることが示唆された。最近、Satoら46’
もSD系ラットの初代培養肝細胞を用いた研究において、クロフイプレートによる
CYP4Aの誘導は成長ホルモン及び甲状腺ホルモンにより抑制的に調節されることを
報告し、本研究と同様の結果を得ている。ところで、現在成長ホルモンがどのよ
うなシグナル伝達機構で遺伝子発現を調節しているのかは不明であるが、最近そ
の伝達機構に関する興味深い報告がなされた。すなわち成長ホルモンは肝の細胞
膜に存在する膜貫通型の成長ホルモンレセプターと結合しシグナルを伝達する0
成長ホルモンレセプターはサイトカインレセプターファ　ミリーと類似した構造を
とっており、チロシンカイネースであるJak2タンパク及びSTATタンパクと会合し
ている。最終的にSTATタンパクは細胞質中の補因子と結合し目的の遺伝子の上流
の特定の調節領域に結合して、その遺伝子の調節を行うことが報告されている47㌦
SubraJnanianらは48）、雄性ハムスター肝に特異的に発現しているP4503AlO／Litho
－Cholic acid　6β一hydroxylaseの発現は成長ホルモンの分泌パターンによって調
節されており、そのシグナル伝達機構はSTAT5様タンパクを介在していることを報
告した。本研究におけるラット肝CYP4Å分子種の発現調節も上記のようなシグナル
伝達機構の存在の可能性が考えられ大変興味深い。
以前にも本研究と類似したP450誘導に対するホルモンの影響についていくつか
の報告がなされていた。YamaZOeらは49）、フェノバルビタール誘導型CYP2Bの発現
レベルは正常時、あるいは誘導時においても、雄性ラットが雌性ラットよりも高
いことを報告した。また、このレスポンスの差異は甲状腺ホルモンあるいは雌型
の成長ホルモン分泌パターンにより、抑制的に調節されることも示した。それに
対して、本研究において正常レベルでのCYP4Å発現は成長ホルモンにより抑制され
なかった。また、ラットにおいて存在する4種類のCYP4A subfaTnilyの中で、
CYP4A2は雄性特異的にラットの肝及び腎に構成的に発現しており、この分子種は
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甲状腺ホルモンやアンドロジェ　ンによ　り調節を受けている　ことが明らかにされて
いる13㌦　しかし、この分子種はCYP4Alとは異なり、クロフイプレートによる誘導
はほとんど受けないこ　とが知られている。これらのこ　とよ　りCYP2B及びCYP4A2分子
種とCYP4Å1分子種との間には異なる発現の調節機構が存在していると考えられる。
近年、脂肪酸と特異的に結合するタ　ンパク（Fatt，y aCid binding protein；FABP）
や50）、PPに特異的に結合するタンパク（PeroxisoIDe PrOliferat，Or binding
protein；PPBP）51）、さらにはPPにより活性化されるSteroid hormOne reCepter
fa皿ilyの一種である核内レセプター（Peroxisome PrOliferat，Or－aCtivated
recepter；PPAR）の存在が報告されている52A54㌦　特にPPARは、9－Cis，Retinoic
acidをリガンドとするRetinoid X recept，Or（RXR）とヘテロダイマpを形成し、
CYP4Al遺伝子の5’－Flanking regionに存在するPeroxisone proliferat，Or
responsible element（PPEE）と結合して、この遺伝子発現を調節することが報告さ
れている55㌦　しかしこれらの因子が、CYP4Aの誘導の性差において、どんな役割
を持つのかは明らかでない。また、性ホルモン由来の因子がこの活性化に何らか
の影響を与えている可能性も考えられる。本研究において、PP投与時のラット肝
CYP4A誘導に対する性ホルモンによる調節機構を解析したが、雌性ラ　ットでのレス
ポンスの低さが生体内の脂質代謝に関してどのような意義を持っているのかは不
明であり、今後の研究が必要である。
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第2章　マウス肝脂肪酸水酸化酵素及びCYP4A関連タ　ンパクの正常レベルにおける
性差及び系統差の検討
第1節　序
薬物代謝に動物種差が存在することは、医薬串開発のために用いられるラット、
マウス、モルモット、ウサギ、イ　ヌ、サルなどの実験動物での代謝パターンを、
実際に投与される　ヒトに外挿する　こ　とを困難にしている。しかし、薬物代謝の種
差を系統的に解析する　ことによ　り、動物から　ヒトへの外挿が可能になるのではな
いかと考えられる。薬物代謝に種差が生じる最も大きな原因は、薬物代謝酵素の
質的及び量的バランスの差であると考えられている。たとえば、ヒトにおけるメ
フェニトイ　ンの代謝は立体選択的であ　り、（S）体の代謝速度は（R）体の100倍以上速
いのに対し、ラット及びイ　ヌでは、（R）体の方が（S）体よ　り速やかに代謝される。
この差は、CYP2C分子種によるメ　フェニトイ　ン水酸化の立体選択性がヒト　とラ　ット
で異なる　こと、（R）－メフェニトイ　ンの水酸化に関与するCYP3A分子種の割合がヒト
とラットで異なることに起因している56）。このように、薬物代謝における種差の
解析は非常に重要な分野となっている。
脂肪酸水酸化酵素CYP4A分子種における基質特異性57・53）や発現調節機構59・60）
のついての解析は、特にラ　ットにおいて詳細に検討がなされている。しかしなが
ら、マウスをはじめとする他のげっ歯類やヒトにおける知見は非常に乏しい。ラ
ットCYP4Aに相当する分子種が、マウスでも発現しているこ　とは示唆されているが
22）、その基質特異性や発現調節機構が同様のものかどうかは明らかではない。そ
こで本章ではマウス肝におけるCYP4Aの正常レベルでの発現機構を明らかにするた
めに、前章と同様にラウリ　ン酸水酸化活性を測定し、同時に抗ラットCYP4Al抗体
を用いてCYP4A関連タ　ンパクをWestern blot法により検出し、酵素活性との相関関
係を解析した。また、CYP4Å関連タ　ンパク発現調節に関わる性ホルモンの影響も検
討した。
第2節　雌雄ddY系マウスにおけるラウリ　ン酸水酸化活性及びCYP4A関連タ　ンパク　レ
ベルの解析
まずはじめに7過令の雌雄ddY系マウスにおける肝ミクロソームのラウリ　ン酸水
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酸化活性を測定した（Fig．23）。その結果、LAllH活性は雌雄マウスとも約1．5m】Ⅲ01
／皿in／mgであり性差は認められなかった。しかしながら、LA12H活性は雄性マウス
で約1・2　nⅡ01／min／璃gであるのに対し、雌性マウスは約0．16　nuol／皿in／mgと著しく
低く、雌に対する雄の活性はおよそ7倍であった。つま　りddY系マウス肝における
正常レベルでのラウリ　ン酸の水酸化活性レベルには雌雄差が認められた。ラ　ット
肝におけるLA12H活性はCYP4AlをはじめとするCYP4A分子種により特異的に触媒さ
れることが報告されているので16）、抗ラットCYP4Alポリクローナル抗体を用いた
Western blot法により、マウスにおいてこの抗体と反応するCYP叫関連タンパクの
発現を検出し、酵素活性との相関性を検討した。なお第1章で行った　Western
blot法はミクロソームタンパク10　FL g／1ane量でSDS－PAGEを行ったのに対し、ここ
では比較的含量が少ない正常時でのP450レベルを検出するため100／lg／lane量で
SDS－PAGEを行うWestern blot法を用いた。その結果Fig．24に示したように、雄性
マウスにおいては約54　KDaの位置に強いバンドが認められた。それに対し雌性マ
ウスでは、雄性マウスで検出されたバンドの位置より　もわずかに低い約52．5　KDa
の位置に非常に討いバンドが検出されたのみであった。同様に、雌雄Wistar系ラ
ット肝におけるCYP4Aタ　ンパクの発現を測定したところ、雌雄ラット　とも約51．5
KDaの位置にCYP4Aタンパクのバンドがほぼ同程度の強度で検出された。以上の結
果より、ddY系マウス肝におけるCYP4A関連タ　ンパクの正常発現レベルには雌雄差
が認められ、その発現はラウリ　ン酸水酸化活性のなかでも伽水酸化活性のレベル
と相関性を有していることが示唆された。
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Fig．24．Westernbl0tanaIyslSOfCYP4A－related
PrOteinsofhepaticmicros°rneSinddYmiceand
Wistarrats．
MicrosomaIproteins（100Llg／lane）wereseparatedon
7，5％geIsbySDS／PAGE，tranSferredtonitroce‖ulose
andincubatedwithapoIycl0naIantibodytoCYP4Al
asdetaiIedin Materialsand Methods．
Abbreviations：M；male，F；femafe．
第3節　ddY系マウスと他系統マウスにおける系統差の解析
ddY系マウス以外の他系統のマウスについても前節で観察された雌雄差が存在す
るか否かを明らかにするために、Balb／C及びC57BL／6系マウスを用いて同様にL用
活性を測定した。その結果Fig．25に示したように、Balb／C及びC57BL／6系マウスに
おいてはLAl111及びLA12H活性は雌雄とも同程度のレベルであ　り、ddY系マウスにお
いて観察された雌雄差は認められなかった。この結果よ　りddY系マウス肝おけるラ
ウリ　ン酸水酸化酵素の正常レベルでの発現量は、Balb／C及びC57BL／6系マウスとは
異なることが示唆された。ddY系マウスではLA12H活性が雌性マウスにおいて著し
く低下しているが、この低下がLA12H活性に特異的なものであるか否かを確かめる
ために、各系統マウスにおけるP450含量及びLAH活性以外の薬物代謝活性を測定し
た。こ　こでは特にさまざまなP450分子種によ　り触媒されると考えられている
EthoxYCOuZbarin O－deethYlase（ECOD）活性を測定し評価した61㌦　その結果
Table　4及びFig．26に示したように、ddY系マウスのP450含量及びECOD活性は
Balb／C及びC57BL／6系マウスと同程度のレベルを示し、雌雄差も認められなかった。
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以上の結果より、LA12H活性発現における雌雄差及び系統差は、全体的なP450活性
発現の差異によるものではなく、各々のマウス肝におけるラウリ　ン酸の水酸化酵
素の発現量の差によるものであることが示唆された。そこで次にこのこ　とを確か
めるためにCYP4A関連タ　ンパクレベルを解析した。その結果はFig．27に示すように、
雄性マウスでは3系統とも、約54　KDaの位置に強いバンドが検出された。それに対
して雌性のBalb／C及びC57BL／6系マウスにおいては、約54　KDaと約52．5　KDaの位置
に2本のバンドが検出された。しかしながら、雌性ddY系マウスでは前節に示した
ように、高分子量のバンドの含量は極微畳であった。以下2本のバンドのうち高分
子量のバンドをX、低分子量のバンドをYと名付けた。バンドの位置よ　り雄のバ
ンドXと雌のバンドXは同一のタ　ンパクであることが推察された。また、それぞ
れのLA12Il活性のレベルとCYP4A関連タ　ンパクの発現レベルとの相関性を考えると、
雄性マウスにおいてはバンドⅩタ　ンパクのみがLA12H活性を有し、雌性マウスにお
いてはバンドⅩ及びバンドYタ　ンパクの両方がLA12H活性を有しており、ddY系雌
性マウスのLA12H活性が著し　く低いのは、バンドⅩタ　ンパクがほとんど発現してい
ないのに加えて、バンドYタ　ンパク　レベルもBalb／CやC57BL／6系マウスよ　り　も低い
ためである　こ　とが示唆された。
ddY Baル／c c57BU6
Fig・25・Lauricacidhydroxylaseactivityofhepaticrnjcrosomesin
miceofdifferentstrains，
Bothl1－OHand12・OHindicatelaurjcacid（t0－1）・ando・
hydroxylaseactivity，reSPeCtively・
Abbreviations：M；maJemouse，F；femalernouse．
Colurrlnandbarshowthemean±S・D・forthreerTlice，reSPeCtively・
触；Pく0．01．
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Table4，P450contentofhepaticmicrosomesinmiceofdjfferentstrains
Strain
Sex
ddY BaLb／c c57BL／6
M F M F M F
P450C°ntent O．51　　0．47　　0．59　　0．47　　0．48　　0．49
（nmol／mg）　　　±0．01　±0．06　±0．04　±0．06　±0・04　±0・04
Abbreviations：M；maJemouse，F；femalem°uSe．
Columnandshowthemean±S．D．forthreemice，reSPective］y・
?????????
?????、???
ddY Balb／c c57BU6
Fig．26．Eth°XyCOum．arinO・deethylase（ECOD）activity
°fhepaticmicrosomesinmiceofdifferentstrains・
Abbreviati°nS：M；malemouse，F；femalemouse．
C°lumnandsh°Wthemean±S．D．forthreemice，
respectively．
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Fig・27・WesternbIotanalys．sofCYP4Aィelated
PrOteinsinmiceofdifferentstrains．
LivermicrosomeswerepreparedfromddY，Balb／C
andC57BL／6mice．
Microsomalproteins（100Llg／lane）wereseparatedon
7．5％gelsbySDS／PAGE，tranSferredtonitroce＝uIose
andincubatedwithapotyc10nalantibodytoCYP4Al
asdetailedin MateriaTsand Methods．
Lanel，maIeddY．Lane2，femaleddY．Lane3，maTe
Balb／C．LAne4，femaleBarb／C．Lane5，maleC57BL／6．
Lane6，femaleC57BL／6．
第4節　性ホルモンによる影響
ddY系マウス肝におけるラウリ　ン酸の水酸化酵素には性差が認められたが、検体
にに用いた7適合は成熟期であ　り、雄に特徴的なあるいは雌に特徴的な機能が最も
反映される時期であると考えられる。それに対し幼若期では雌雄にそれぞれ特徴
的な機能は発現されず、　これらに関与するタ　ンパクの発現も雌雄で大きな差がな
いと考えられる。そこでLAIi活性の発現レベルが成長過程で何らかの調節を受けて
いるかを明らかにするために、3，5，7，9週令のddY系マウスのLA12rI及びLAllH活性
を測定した。その結果Fig．28に示したように、哺乳期を終えた直後の3週令時にお
いては、LAllH、LA12H活性とも雌雄同程度のレベルを示し、雌雄差は認められな
かった。しかし、幼若期から成熟期への過渡期である5週令時では雄性マウスの
LA12H活性レベルが増加したのに対し、雌性マウスの同活性は著しく減少した。7
過令時においては、雄性マウスのLA12H活性は最大値を示し、雌性マウスのLA12H
活性は5適合時とほぼ同程度であった。また9過令時においては、LA12H活性は雌雄
とも7適合時と同程度のレベルを示した。以上の結果より、ddY系マウス肝におけ
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るLA12H活性の発現を、成長過程に従って調節する機構の存在が明らかになった0
次に、CYP4A関連タンパクの発現レベルを解析した（Fig・29）。その結果3週令時に
おいては、雌雄マウスともにバンドⅩ及びバンドYタンパクが弱いながらほぼ同
程度の強度で検出された。しかし5，7，9退会時においては、雄性マウスのバンドⅩ
が加齢とともに強く発現しているのに対し、バンドYが検出されなくなった0　ま
た雌性マウスにおいては、5週令以後バンドⅩ及びバンドYタンパクとも、ほとん
ど検出されなくなった。以上の結果よりCYP4A関連タンパク発現の変動はLA12H活
性の変動と一致することが認められ、特にバンドⅩタンパク発現を成長過程に伴
って調節する機構の存在が示唆された。
次に、その調節機構には性ホルモンが関与しているのではないかと考え、
LA12H活性及びCYP4A関連タンパク発現に対する性腺切除及び性ホルモン投与の影
響を検討した。方法としては、5週令の雌雄ddY系マウスを性腺切除し、6週令から
TPあるいはEBを7日間投与したのち、肝ミクロソームのLAH活性を測定した。その
結果Fig．30に示すように、雄性マウスにおいては、精巣切除によりLA12H活性の顕
著な減少が認められた。さらに、この酵素活性の減少はテストステロン投与によ
り未処理群とほぼ同程度のレベルまで活性が回復した。また、エストラジオール
投与によってもわずかに活性の上昇が認められた。それに対し雌性マウスにおい
ては、卵巣切除及びエストラジオール投与による活性の変化はほとんど認められ
なかったが、テストステロン投与により有意な活性の上昇が認められた。以上の
結果より、ddY系マウスにおける正常レベルでのLA12H活性の発現は、テストステ
ロンにより調節されることが示唆された。次にCYP4A関連タ　ンパクの発現を解析し
たところ（Fig．31）、雄性マウスにおいては精巣切除によりバンドⅩタンパクの発
現が顕著に減少したが、この減少はテストステロン投与により回復した。また、
エストラジオール投与でも、バンドⅩタ　ンパクがわずかに増加した。雌性マウス
においても、テストステロン投与マウスにおいてバンドXタンパクの増加が検出
された。一方バンドYタンパクはすべての処理群でほとんど変化がみられなかっ
た。以上の結果は、バンドXタ　ンパクの発現とLA12H活性の変動パターンとが一致
する　こ　とを示しており、ddY系マウス肝におけるCYP4A関連タ　ンパク、特にバンド
Ⅹタ　ンパクの正常レベルでの発現はテストステロンにより増強的に調節されてい
るこ　とが示唆された。
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Fig．29．DeveJopmentaIlevel0fhepaticCYP4A－related
PrOteinsinddYmice・
Livermicros°meSWerePreParedfrornddYmiceatthe
agesof3，5，7and9weeks．
Microsoma】proteins（100pg／Iane）wereseparatedon7・5％
geIsbySDS／PAGE，tranSferredtonitroce＝u10Seand
incubatedwithapoIyc10nafantibodytoCYP4Alas
detailedin Materialsand Methods．
Lane1，3weeksmaIeddY．Lane2
Lane3，5weeksmaleddY．Lane4
Lane5，7weeksmaleddY．Lane6
Lane7，9weeksmaleddY．Lane8
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Fig．30．Effectsofgenadectomyandsex・hormonetreatmenton．auricacidhydroxyJase
actiVityinddYmice，
Both11－OHand12－0Hindicatelauricacid（tL）－1）・ando－hydroxylaseactivity，
respectively．
Abbreviations：NC；nOrmalcontrol，C；untreatedcontroJ，TP；teStOSterOnePrOPionate
treated，EB；eStradioI3・benzoatetreated．
Columnandbarshowthernean±S．D．forthreemice，reSPeCtively・＊；P＜0・05，鯖；P＜0・01・
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Fig・31．Effectsofgonadectomyandsex・hormonetreatment
Onthelevel0fCYP4A－relatedproteinsinddYmice．
LivermicrosomeswerepreparedfromddYmice．Microsomal
PrOteins（100llg／lane）wereseparatedon7．5％gelsbySDS／
PAGE，tranSferredtonitroce＝u］oseandincubatedwitha
POlyclonalantibodytoCYP4AlasdetailedinMateriaTsand
Methods．
Lanel，intactmaleddY．Lane2，intactfemaleddY．Lane3，
0rChiectornizedmaleddY．Lane4，°rChiectomizedmaleddY
treatedwithtestosteronepropl0nate．Lane5，°rChiectomized
maleddYtreatedwithestradio13－benzoate．Lane6，
0VariectornizedfemaleddY．Lane7，0Variectomizedfemale
ddYtreatedwithtestosteronepropl0nate，Lane8，
°VariectomizedfemaleddYtreatedwithestradiol3＿benzoate．
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第5節　肝ラウリ　ン酸水酸化活性に対する抗CYP4Al抗体の添加効果
以上の結果より、ddY系マウス肝におけるLl12H活性と抗ラットCYP4Al抗体を用
いて検出された関連タンパクであるバンドⅩ発現との間にはかなり高い相関性が
認められた。そこで、バンドXが実際にラウリン酸水酸化活性を有するのかを確
かめるために、7過令雄性マウス肝におけるラウリ　ン酸水酸化活性測定系に抗
CYP4Al抗体を添加して酵素活性の阻害の有無を検討した。その結果Fig・32に示し
たように、肝LA12H活性は抗血清の添加量依存的に阻害され、40／11の添加では血
清無添加群の約40　％までに活性が阻害された。それに対してLAllH活性の血清添
加による阻害効果は認められなかった。以上の結果より、ddY系雄性マウス肝に正
常時に高レベルで発現しているCYP4Å関連タンパク、特にバンドⅩタンパクはラウ
リ　ン酸を基質とした場合、その伽位を特異的に水酸化するP450分子種であること
が示唆された。
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Fig．32．1nhibitoryeffectofanti－CYP4Alantibodyon
hepaticIauricacidhydroxylaseactivityinmaJeddYmiceq
Bothll－OHand12・OHindicatelauricacid（tLl－1）・ando・
hydroxylaseactivity，reSPeCtiveIy・
Livermicrosorneswerepreincubatedwithindicated
amountsofanti・CYP4Alantibodyat37。cfor30min・
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第6節　考察
本研究において、ddY系マウス肝におけるLA12H活性の正常レベルでの発現には
雌雄差が認められた。しかし、C57BL／6及びBalb／C系マウスのLA12H活性のレベル
には性差が存在せず、この結果は、1992年にSohleniusらが報告した62）、
C57BL／6系マウス肝におけるLA12H活性の正常レベルでの発現は雌雄でほぼ同レベ
ルであり性差は存在しないことという結果と一致している。現在、マウスには
200以上の系統があり、各系統間での遺伝的形質の違いにより、このような性差の
系統差が現れると考えられている。第3節の結果より、この著しく低いddY系雌性
マウス肝のLA12H活性レベルは、CYP4A関連タ　ンパク、特にバンドⅩタンパクがほ
とんど発現していないためと考えられた。さらに、このバンドⅩタンパクの発現
はテストステロンにより調節されることが明らかになり、その発現調節機構とし
てのいく　つかの仮説が考えられる。まず第1は、細胞内に入り込んだテストステロ
ンが核内レセプタースーパーファミリーの一つであるアンドロジェンレセプター
と結合し、この複合体が核内のマウスCyp4a遺伝子の5’－Flanking regionに存在す
るcis－Acting elementと結合し遺伝子発現を行う可能性である。また第2は、その
ようなテストステロンーアンドロジェンレセプター複合体がマウスCyp4a遺伝子と
は異なる因子の発現を活性化し、その因子がCyp4a遺伝子を活性化するような
tI・aDS－Acting factorの存在の可能性である。この第1及び第2の可能性については、
FVB／N系雄性マウス肝に特異的に発現しているCyp2d9の5’－Flanking regionには
SDI－Alと呼ばれる発現調節領域が存在し、その領域にNF2d9と呼ばれる核内因子が
結合してCyp2d9発現の調節が行われるとするSueYOShiらの最近の報告がある63’。
さらに第3は前章でも述べた成長ホルモンの分泌パターンによる調節であ　り、この
可能性については、さまざまなP450分子種において多数の報告がある36‾38㌦．こ
のように、テストステロン由来の因子によるCYP4A関連タ　ンパクの発現調節には、
さまざまな因子が関与している　ことが予想される。本研究において、ddY系雌性マ
ウスにテスト　ステロ　ンを投与してもLA1211活性及びCYP4A関連タ　ンパクの発現が雄
性マウスのレベルにまで増加しないことからも、その調節機構は複雑であること
が予想された。その調節機構には興味が持たれる。
現在までにC57BL／6系マウス肝において、2種類のCyp4a cDNAすなわちCyp4alO及
びCyp4a12の1次構造が明らかにされている64）。これらタンパク質とラット
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CYP4Alタ　ンパクとのアミノ酸配列の相同性はそれぞれ93％及び84％である。これ
らのうちCyp4alOの特徴として、その皿ENAレベルでC57BL／6系雌性マウスに正常レ
ベルで発現しているが雄性マウスにはほとんど発現していないことが報告されて
い，る84）。また、雌雄マウスともベルオキシゾーム増殖剤の投与により顕著にその
ⅢRNAが誘導されることが知られている64㌦　それに対しCyp4a12は雄性マウスに特
異的に発現しており、PP投与によっても発現に変化は認められないが、雌性マウ
スではPP投与により顕著に誘導されることが報告されている。以上の特徴に注目
すると、本研究で検出されたCYP4A関連タンパクのうち、バンドⅩタ　ンパクは
Cyp4a12に、バンドYタ　ンパクはCyp4alOに相当する可能性が考えられる。1994年、
Hendersonらは65）、C57BL／6マウス肝よりCYP4A関連タンパクとしてバンド1及びバ
ンド2タンパクの存在を報告している。その分子量と成熟過程における調節パター
ンよ　り、これらは本研究におけるバンドⅩ及びバンドYタンパクと同一のタ　ンパ
クである可能性がある。本章の研究結果より、マウスにおける脂肪酸水酸化酵素
と考えられるCYP4A分子種のうち特にバンドⅩタンパクがラウリ　ン酸のの位を選択
的に水酸化することが明らかになり、このタンパクの詳細な機能の解析が、生体
内の脂肪酸代謝反応を理解する上で有益な情報になるものと考えられる。
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第3章　マウス腎脂肪酸水酸化活性及びCYP4Å関連タンパクの正常レベルにおける
性差の検討
第1節　序
マウス腎における薬物代謝活性は、一般的に雌よりも雄で高いことが知られて
おり、さまざまな基質の代謝活性の性差が報告されている66・67㌦1985年Hawkeら
は68）、C3H／HeJ系マウスにおける正常レベルでの腎ラウリ　ン酸水酸化活性を測定
した結果、LAllH活性は雌よりも雄で高く雌雄差が認められたが、LA12H活性は雌
雄ともに同レベルであ　り雌雄差は認められないことを報告した。また、
flendersonらは69・70）、C57BL／6系マウス腎のLAtI活性及びCYP4A関連タ　ンパク発現
には雌雄差が存在し、その発現調節にはテストステロン及びアンドロジェンレセ
プターが関与していることを報告した。しかし、後者の報告は酵素活性を測定し
てはいるものの、ラウリ　ン酸の水酸化体と（山一1）水酸化体を分離して測定してお
らず、しかもCYP4A関連タンパクと活性の相関性についても詳細に検討がなされて
いない。そこで本章ではマウス腎LAllH活性及びLA12H活性とCYP4Å関連タンパク発
現との関連性を検討した。
第2節　5種マウス系統における腎ラウリ　ン酸水酸化活性及びCYP4A関連タ　ンパク　レ
ベルの解析
5種類の系統のマウスすなわちddY、Balb／C、C57BL／6、C3H／reN及びC3H／HeJ系マ
ウス腎における正常レベルでのLAH活性を測定した結果をFig．33に示した。その結
果すべてのマウス系統において、雄性マウスの酵素活性レベルは雌性マウスの酵
素活性レベルよりも高く、LAllH活性は6．7～20．5倍、LA12H活性は1・7～3・8倍の活
性レベルを示した。次に抗ラットCYP4Alポリクローナル抗体を用いたWestern
blot法によりCYP4A関連タ　ンパクの発現を解析した。その結果Fig．34に示したよう
に、すべての系統の雄性マウスにおいて、約52，5　KDaと50　KDaの位置に2本のバン
ドが検出された。ここで検出されたマウス腎CYP4A関連タ　ンパクのうち、高分子量
のバンドをH、低分子量のバンドをLと名付けた。それに対し雌性マウスではバ
ンドLタ　ンパクがわずかに検出されたのみであった。また雄性マウスではバンド
Lタ　ンパクに比べてバンドHタ　ンパクの方が強く発現していた。　このこ　とよ　り、
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CYP4A関連タ　ンパクのうちバンドHタ　ンパクが雄性マウス腎に特異的に発現してい
るこ　とが認められた。以上の結果よ　り、マウス腎における正常レベルでのLAH活性
には雌雄差が存在し、その原因としては脂肪酸水酸化酵素と考えられるCYP4A関連
タンパクの発現レベルの差異であることが示唆された。
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Fig・34・WesternbletanalysISOfCYF．4A・relatedproteinsinfivestrainsofrnice．
Kidneymicrosomeswerepreparedfromfivernicestrains（ddY，Balb／C，C57BL／6，
C3H／HeNandC3H／HeJ）．
Microsomalproteins（100llg／lane）wereseparatedon7．5％geIsbySDS／PAGE，
transferredtoimmobilonPmembraneandincubatedwithapoTyclonatantibodyto
CYP4Al asdetai］edinMateriaIsand Methods．
Lanel，maleddY，Lane2，fernaleddY．Lane3，maleBaIb／C．Lane4，femaleBalb／C．
Lane5，maleC57BL／6・Lane6，femaleC57BL／6．Lane7，maIeC3H／HeN．Lane8，
femaleC3H！HeN．Lane9，maleC3日！HeJ．LanelO，femaleC3H／HeJ．
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第3節　加齢による変動
前節で観察された性差が成熟度の違いによって変化するかを確かめるために、
3，5，7，9，13週令の雌雄ddY系マウス腎におけるLAH活性を測定した0　その結果
Fig．35に示したように、3過令時におけるLAllH及びLA12H活性は雌雄とも著しく低
く、ほとんど同レベルであった。しかし5週令時になると、雄性マウスのLAllH及
びLA12H活性レベルは顕著に増加したのに対し、雌性マウスではLA12H活性がわず
かに増加したがLA11H活性はほとんど変化が認められなかった。さらに7週令時に
なると、雄性マウスではLA11H及びLA12H活性は更に増加するが、雌性マウスにお
いては5週令時とほぼ同様のレベルであった。．また、9及び13週令時のレベルは、
7週令時とほとんど同じレベルを示した。次にCYP4A関連タンパクの発現レベルを
解析した。その結果Fig．36に示したように、3過令時においては雌雄マウスともわ
ずかにバン・ドLタンパクのみの発現を認めた。ところが5週令時になると、雄性マ
ウスではバンドHタンパクの顧著な発現が認められ、バンドLタンパクの発現量
もわずかに増加した。それに対し、雌性マウスにおいては、バンドLタンパクの
発現量が若干増加しただけであった。また、7適合以降では、雄性マウスにおいて
バンドHタンパクの発現量がさらに増加したが、雌性マウスにおいての発現レベ
ルには変化は認められなかった。以上の結果より、雄性マウスに存在するバンド
Hタ　ンパクは成熟過程における発現調節を強く受け、雌雄ともに存在するバンド
Lタ　ンパクは成熟過程における発現調節を比較的弱く受けていることが明らかに
なった。さらに活性の発現パターンと照らし合わせると、雄性マウスにおいては
バンドHタンパクとバンドLタ　ンパクがLAH活性を触媒し、雌性マウスにおいては
バンドLタンパクのみがそれを触媒していることが示唆された。
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Fig・36・Devel0PTTlentaIlevel0frenalCYP4A－reJatedproteinsinddY
mlCe．
Kidneymicrosomeswereisoratedatagesof3，5，7，9and13weeks．
Microsomalproteins（10011g／lane）wereseparatedon7．5％gelsbySDS／
PAGE，tranSferredtoimmobiJonPmembraneandincubatedwitha
POlyclonarantibodytoCYP4AlasdetailedinMaterialsandMethods．
Lane1，3weeksmale．Lane2，3weeksfemale．Lane3，5weeksmale．
Lane4，5weeksfemale．Lane5，7weeksmaIe．Lane6，7weeksfenlate．
Lane7，9weeksmale．Lane8，9weeksfemale．Lane9，13weeksmale．
Lane10，13weekstemale．
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第4節　性ホルモンによる影響
C57BL／6系マウス腎におけるCYP4A関連タンパクの発現は、テストステロンによ
り増強的に調節されることが報告されている69・70㌦　本節ではLA帽性及びCYP4A
関連タンパク発現が性ホルモンによって調節されているかを検討するため、ddY系
マウス腎における性腺切除処理及び性ホルモン投与におけるLAH活性の変動を測定
した。すなわち5週令の雌雄ddY系マウスを性腺切除し、6過令からTPあるいはEBを
7日間投与して、腎ミクロソームのLAH活性を測定した。その結果Fig・37に示した
ように、雄性マウスにおいては、精巣切除処理によりLAllH及びLA12H活性の著し
い減少が認められた。ここで観察された活性レベルは未処理群雌性マウスの活性
とほぼ同程度のレベルであった。さらに、テストステロン投与群では未処理群雄
性マウスのレベルを若干上回るレベルまで回復した。また、エストラジオール投
与ではほとんど変化が認められなかった。雌性マウスにおいては、卵巣切除処理
及びエストラジオール投与による影響はほとんど認められなかったが、テストス
テロン投与によりLAllH及びLA12H活性の顕著に増加した。ここで観察された酵素
活性レベルは、未処理群雄性マウスのレベルとほぼ同程度のレベルであった0　次
にCYP4A関連タンパク発現の変動を解析した。その結果Fig・38に示したように、雄
性マウスにおいて精巣切除処理によりバンドHタンパクはほとんど検出されなく
なり、バンドLタンパクのみがわずかに検出された。またテストステロン投与に
ょり、バンドHタンパク及びバンドLタンパクの発現は未処理群雄性マウスと同
程度にまで回復した。また、エストラジオール投与では、精巣切除処理群と同様
にわずかにバンドLタンパクが検出されたのみであった。雌性マウスにおいて特
に変化が認められたのはテストステロン投与群のみであり、バンドHタンパクの
顕著な増加とバンドLタンパクのわずかな増加が認められた。以上LAH活性と
CYP4A関連タンパク発現の変動パターンの相関性とを考えると、バンドHタンパク
とバンドLタンパクはいずれもLAllH及びLA12H活性を有し、しかもテストステロ
ンにより増強的にその発現を調節されているが、バンドHタンパクの方がその関
与ははるかに大きいことが示唆された。つまり、雌性マウスで観察される低い
LAH活性の原因はバンドHタンパクがほとんど発現していないためと考えられた0
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Fig・37・Effectsofgonadectomyandsexbormonetreatrnentonrenallauricacid
hydroxylaseactivityinddYmice．
Bothll・OHand12・OHindicatelauricacid（0・・1）－ando・hydroxylaseactivity，reチPectiveLy・
Abbreviations＝NC；nOrrr．alcorLtrOI，C；untreatedcontroJ，TP；teStOSterOnePrOPIOnate
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b；Statistica”ydifferentfrom12・OHactivityinNCITlice（P＜0．01）．
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Fig．38．Effectsofgonadectomyandsexhormonetreatmentonthe
levelofCYP4A－relatedproteinsinddYmicekidney，
KidneymicrosomeswerepreparedfromddYTTlice．Microsomal
PrOteins（100llg／lane）wereseparatedon7・5％geIsbySDS／PAGE，
transferredtoirnmobiIonPmembraneandincubatedwithapolyc10nal
antibodytoCYP4AlasdetailedinMaterialsandMethods．
Lanel，intactmalemol題Se，Lane2，0rChiectoITlizedrnales．Lane3，
0rchiectomizedmafestreatedwithtestosteronepropionate．Lane4，
0rChiectomizedmalestreatedwithestradi013・benzoate．Lane5，intact
females．Lane6，0Variectomizedfernales．Lane7，0Variectomized
fernaIestreatedwithtest°SterOnePrOPIOnate．Lane8，0Variectomized
femalestreatedwithestradiol3－benzoate．
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第5節　デキサメタゾン及びクロフイプレート投与による影響
ラットにクロフ　イプレートを投与すると、肝や腎においてCYP4A分子種が誘導さ
れることについては数多くの報告がなされている19・71㌦　マウス肝においても
LAH活性が誘導されることは報告されているが22）、腎におけるクロフイプレート
投与によるLAH活性とCYP4A関連タンパク発現の相関性については詳細な検討がな
されていない。また、合成グルココルチコイドであるデキサメタゾン（DEX）もラッ
トやマウス肝においてCYP3A分子種の誘導剤として、その発現機構の解明の目的で
広く用いられている72‾74）。そこで本節では、P450の誘導剤であるクロフイプレ
ート及びDEX投与のマウス腎LAH活性及びCYP4A関連タンパク発現に及ぼす影響につ
いて検討した。その結果Fig．39に示したように、クロフイプレート投与により雌
雄マウスとも顕著なLAH活性の増加が認められた。その増加の割合は、雄において
LAllH活性は1．7倍、LA12u活性で2．5倍であり、同じく雌ではそれぞれ2．1倍、4．2
倍であった。DEX投与（100　血g／kg）においては、雄性マウスでLA12H活性は対照の
44　％に減少した。この酵素活性抑制効果はLAllH活性については認められなかっ
た。それに対して雌性マウスではDEX投与で逆にLA12H活性の有意な増加が認めら
れた。次にCYP4A関連タ　ンパクの発現を解析した。その結果Fig．40に示したように、
クロフイプレート投与においては、雌雄マウスとも顕著なバンドLタ　ンパクの増
加が認められたがバンドHタンパクの発現レベルはほとんど変化が認められなか
った。DEX投与では雄性マウスにおいてバンドHタ　ンパクの発現の減少が認められ
た。それに対し雌性マウスではバンドLタ　ンパクの発現増加が認められた。以上
の結果よ　り、雄性マウスにおいてバンドHタ　ンパクはDEXにより抑制的に、バンド
Hタ　ンパクはク　ロフ　イ　プレートによ　り増強的に調節される　ことが認められた。ま
た、雌性マウスにおいてバンドLタ　ンパクはクロフ　イプレート及びDEXによ　り増強
的に調節されているが、その誘導能はクロフ　イプレートの方がはるかに高いこと
が認め　られた。
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Fig・40・Effectsofdexamethasoneandcl0fibratetreatmentonthe
level0fCYP4A・relatedpr。teinsinddYmicekidney．
KidneymicrosorneswerepreparedfromddYmice．MicrosorTlal
PrOteins（100pg／Iane）wereseparatedon7．5％geIsbySDS／PAGE，
transferredtoimmob‖onPmembraneandincubatedwitha
POJycl0narantibodytoCYP4AlasdetailedinMateriaIsandMethods．
Lanel，COntrOlmalemouse・Lane2，COntrOlfemalemouse・Lane3，
dexamethasonetreatedrnalernouse．Lane4，dexamethasonetreated
femalemouse・Lane51clofibratetreatedma，emouse・Lane6，
CIofibratetreatedfemalemouse．
－47－
第6節　腎ラウリ　ン酸水酸化活性に対する抗CYP4Al抗体の添加効果
これまでの結果より、ddY系マウス腎におけるLAllH及びLA12H活性と抗ラット
CYP4Al抗体を用いて検出された関連タ　ンパク、バンドH及びバンドLタ　ンパクの
間にはかなり高い相関性があることが認められた。特に、第4節の解析の結果より、
雄性マウスにおける精巣切除により、その活性とCYP4Å関連タンパクの発現パター
ンは雌性マウスのそれとほとんど同様のレベルとなる。このことからもバンドH
タンパク及びバンドLタンパクは、どちらもLAllH及びLA12H活性を有するのでは
ないかと考えられる。そこで、これらのCYP4A関連タンパクが実際にラウリ　ン酸水
酸化活性を有するのかを検討するために、雄性マウス腎におけるラウリ　ン酸水酸
化活性測定系に抗CYP4Al抗体を添加して酵素活性の阻害の有無を検討した。その
結果Fig．41に示したように、腎LAllH及びLA12H活性は抗血清の添加量依存的に阻
害効果が認められ、80／11の添加では血清無添加群の40　％まで活性阻害効果が認
められた。以上の結果より、ddY系雄性マウス腎に正常レベルで発現している
CYP4A関連タンパク、バンドHタ　ンパク及びバンドLタ　ンパクはいずれもラウリ　ン
酸を基質とした場合、そのの及び（山一1）位の両部位を水酸化する活性を有する
P450分子種である　ことが示唆された。
?????????????????
（?）?????????
Fig・41・lnhibitoryeffectofanti・CYP4Alantibodyonrenallauricacid
hydroxylaseactivitiesinmaleddYTTlice・
Bothll・OHand12・OHindicatelauricacid（0・1トandの・hydroxylase
actiYity，reSPeCtively・
KidneyrnicrosomeswerepreincubatedwithindicatedamoLJntSOf
anti・CYP4Alarltibodyat37eCfor20mir．・
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第7節　考察
本章において、マウス腎の正常レベルでのLA11H及びLA12日活性には雌雄差が認
められ、雌性マウスの活性よりも雄性マウスの活性の方が高いことが明らかにな
ったo Hendersonらは、データとして示してはいないが、4種類のマウス、C3H、
DBA、C57L及びAKR系マウス腎においてLAH活性に雌雄差があることを報告しており
69）、この結果は著者の結果と一致している0　一方HaYkeらは6且】C3H／HeJ系マウス
腎におけるLA12H活性は雌雄同程度であると報告した。この理由については不明で
あるが、それぞれに使用した動物のBreeding Conditionの違いが原因である可能
性が考えられる。
最近IⅢaOkaらは75’、ddY系雄性マウス腎よりラウリン酸水酸化活性を有する
CYP4B分子種を単臥　精製し、この分子種はddY系マウスの雄の腎に特異的に発現
しており雌にはほとんど発現していないことを示した。本研究において、LAH活性
を有すると考えられるCYP4A関連タンパク、バンドH及びバンドLタンパクの存在
を示したが、その発現パターンから考えて、正常レベルで雄特異的発現をしてい
るバンドHタンパクはCYP4B分子種と同一の酵素である可能性が考えられる。本研
究においてマウス腎CYP48分子種の発現はテストステロンにより調節される可能性
が推察される。さらに第2章において観察された肝CYP4A関連タンパク、バンドⅩ
及びバンドYタンパクと腎における関連タンパクについて、バンドXとバンドL
タンパクは、その分子量の差異より異なるタンパクであることが示唆された。ま
たバンドYとバンドHタンパクの分子量はほぼ同程度であることが認められたが、
テストステロンによる発現調節の有無により異なるタンパクであることが示唆さ
れた。
第5節において合成グルココルチコイドであるDEXは雄性マウスにおけるバンド
Hタンパクの発現には抑制的に作用し、雌性マウスにおけるバンドLタンパクの
発現には増強的に作用することが認められた。DEXによるCYP4A開運タンパク発現
の調節機構としては、さまざまな可能性が考えられる。まず第1はマウス腎Cyp4a
遺伝子の5’－Flaking regionにDEXとDEX結合タンパクとの複合体が相互作用をする
ような領域が存在する可能性がある。第2にはCyp4a遺伝子の活性化に及ぼす各種
ホルモン環境の影響であり、生体内のホルモンバランスにより複雑に調節される
機構が考えられる。
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本章においては、肝以外で脂質やその他の薬物の酸化を行っている臓器と　して
腎について脂肪酸水酸化酵素の発現調節を検討した。腎における正常レベルでの
脂肪酸水酸化酵素の発現は、肝の場合と同様に男性ホルモンであるテストステロ
ンによ　り調節されることが明らかになった。卵巣切除処理した雌性マウスにテス
トステロ　ンを投与した場合に、肝LA12H活性及びCYP4A関連タ　ンパクの発現は雄性
マウスのレベルまでは増加しなかった。それに対し、腎LA12H活性及びCYP4Å関連
タンパクの発現は同様の処理によ　り、雄性マウスのレベルまで増加した。この結
果よ　り腎脂肪酸水酸化酵素の発現調節機構は、肝と異な　りテストステロ　ンの影響
をよ　り直接的に受ける　こ　とが示唆された。またデータ　に示していないが、Wistar
系雄性ラットにDEX投与を行った時の腎LA12H活性は未処理群の2倍に増加する　こと
が認められた。すなわちDEXは腎LA12H活性の発現において雄性マウスでは抑制的、
雄性ラットでは増強的に調節するこ　とが明らかになった。　このように脂肪酸水酸
化酵素発現の調節機構には、臓器差及び種差が存在するこ　とが示されたことは大
変興味深い。
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第4章　総括
本研究はラット及びマウスにおける脂肪酸水酸化酵素CYP4Aの発現調節に関与す
る性ホルモンの影響に関して検討を加えたものであり、得られた結果を各章毎に
要約すると次のようになる。
第1章では、ラットにおけるクロフイプレート投与によるCYP4A誘導の性差を明
らかにした0　またその調節機構を明らかにするため、この誘導に対する性ホルモ
ンの影響を検討した。その結果、以下の知見が得られた。
1）雌雄ラットにおいて、クロフイプレート投与によるCYP4Aの誘導は、エストラジ
オールにより抑制的に、雌性ラットにおいては、テストステロンにより増強的に
調節されることが示唆された。なお、ここで観察された性ホルモンの影響は正常
時ではみられなかった。
2）Western及びNorthern blot分析により、クロフイプレート投与によるCYP4A誘導
の性ホルモン調節は、CYP4Aタンパク翻訳後の調節によるタンパクの安定化作用で
はなく、翻訳以前の遺伝子の活性化段階の作用であることが認められた。
3）ラット肝初代培養細胞を用いた検討により、クロフイプレート投与による
CYP4A誘導の性ホルモンによる調節は肝細胞に対する直接効果ではなく、何らかの
因子を介する間接効果であることが示唆された。
4）成長ホルモン及び甲状腺ホルモンは、クロフイプレート投与によるCYP4Aの誘導
を抑制的に調節することが認められた。このことよりCYP4Aの発現調節には生体内
のホルモンバランスが重要な役割を果たしていることが示唆された。
第2章では、マウス肝における正常レベルでの脂肪酸水酸化活性及びCYP4A関連
タンパク発現の調節機構を明らかにするために、この分子種発現に対する性ホル
モンの影響を検討した。その結果、以下の知見が得られた。
1）ddY系マウスの正常レベルでのLA12H活性発現には雌雄差が存在し、雄性マウス
の方が活性が高いことが示された。ここで観察された雌雄差はBalb／C及び
C57BL／6系マウスでは認められず、ddY系マウスに特徴的であることが明らかにな
っ　た。
2）ddY系雌性マウスで認められる著しく低い肝LA12「活性は、総合的なP450含量の
不足や酵素活性の失活が原因ではないことが認められた。
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3）テストステロ　ンは、この正常レベルでのLA12H活性の主要な調節因子である　こ　と
が認められた。また、抗ラットCYP4Alポリクロpナル抗体を用いたWester・n blot
分析によ　り、2種のCYP4A関連タ　ンパク（バンドⅩ及びバンドYタ　ンパク）が検出
されたが、テスト　ステロ　ンによ　り調節を受けるのはバンドⅩタ　ンパクである　こと
が明　らかになっ　た。
4）抗ラットCYP4Alポリクローナル抗体を用いた活性阻害実験よ　り、CYP4A関連タ　ン
パクであるバンドⅩタ　ンパクは、ラウリ　ン酸を基質とした場合、そのα位を選択
的に水酸化するP450分子種である　こ　とが示唆された。
第3章では、マウス腎における正常レベルでのラウリ　ン酸水酸化活性及びCYP4A
関連タ　ンパク発現の調節機構を明らかにするために、この分子種発現に対する性
ホルモンの影響を検討した。その結果、以下の知見が得られた。
1）5種系統マウス腎の正常レベルでのLAllH及びLA12H活性発現には雌雄差が存在し、
雄性マウスの方が活性が高いこ　とが認められた。また、この発現はテストステロ
ンによ　り増強的に調節されることが明らかになった。
2）雄性マウスにおいてはCYP4A関連タ　ンパク、バンドH及びバンドLタ　ンパクの2
種が検出されたが、雌性マウスではバンドLタ　ンパクのみが検出された。また、
テストステロ　ンによ　り調節を受けるのはバンドHタ　ンパクであるこ　とが明らかに
なっ　た。
3）バンドLタ　ンパクの発現は雌雄マウスともクロフ　イ　プレート投与によって顕著
に誘導された。また、デキサメ　タゾン投与によ　り雄性マウスのバンドHタ　ンパク
発現は抑制的に、雌性マウスのバンドLタ　ンパクは増強的に調節される　ことが認
められた。
4）抗ラ　ットCYP4Å1ポリクローナル抗体を用いた活性阻害実験よ　り、CYP4A関連タ　ン
パクであるバンドH及びバンドLタ　ンパクは、ラウリ　ン酸を基質と　した場合、そ
のび及び（の－1）位を水酸化するP450分子種である　ことが示唆された。
本研究は薬物代謝酵素であるP450分子種の中でも脂肪酸水酸化酵素CYP4A分子種
に注目　して、その発現及び誘導における雌雄差の発現機構の解明を中心に検討を
行った。その結果、それら酵素の発現調節には性ホルモンが重要な役割を果たし
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ていることが明らかになった。また、動物種聞及び臓器間には、異なる脂肪酸水
酸化酵素の調節機構が存在することが示唆され、脂肪酸代謝の恒常性を維持する
上での調節機構解明に関する新規な知見が得られた。今後は脂肪酸水酸化酵素
CYP4Aの機能的側面を追求し、脂肪酸代謝の恒常性維持における存在意義を求めて
い　く。
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第4章　実験材料および方法
第1節　第1章付属実験
1－1　試薬
本研究において、以下の試薬を用いた。
Agarose（フナコシ）
Bovine seru血　albunin（BSA）；Fraction V（SigE）a）
4－Brom0methYl，7－n）ethoxycouTDarin（Br－MⅢC）（東京化成工業）
Brl0mPhenol blue（東京化成工業）
Chlorofor血（Si銅a）
Clofibrate（和光純薬）
Clofibric acid（SigE）a）
Collagenase（和光純薬）
Corn oil（ナカ　ライテスク）
50X Denhardt’s solution（和光純薬）
DexalⅢethasone（和光純薬）
Diethyl pYrOCarbonate（和光純薬）
Estradiol（Fluka）
Estradio13－benzoate（和光純薬）
Ethidiun bromide（和光純薬）
For皿aldehyde（和光純薬）
Forl皿aⅢide（ナカライテスク）
GIYCerOl（和光純薬）
Guanidiu皿　thiocyanate（和光純薬）
10－hydroxydecanoic acid（SigⅢa）
12－hYdrxydodecanoic acid（SigⅢa）
tluE）an grOWth hormOne（Si銅a）
IsoaⅢYlalcohol（和光純薬）
Lauric acid sodiuTn Salt（ナカライテスク）
Megalabel kit（宝酒造）
2－Mercaptoethanol（和光純薬）
－5∠1－
3－（N－Morpholino）propane sulfonic acid（ナカライテスク）
β－NADH（オリエンタル酵母）
β－NADPH（オリエンタル酵母）
Phenol（和光純薬）
2－Propanol（和光純薬）
8－Quinolinol（和光純薬）
SalmOn Sper刀　DNA（Sigma）
Sarcosyl（Sigma）
Sodium aCet，ate trihydrate（和光純薬）
Testosterone pr・OPionate（東京化成工業）
Testosterone（ナカライテスク）
3，3’，5－triiodo－L－thyronine sodium salt，（東京化成工業）
Trisodiu刀　Citrate dihydrate（和光純薬）
WayInOuth’s MB　752／1hIediun（Gibco）
Ⅹylene cyanoI FF（東京化成工業）
抗ラ　ットCYP4Al抗体（第一化学薬品）
合成01igodeoxyribonucleotide（グライナージャパン）
11－hYdroxydodecanoic acidはAzeradらの方法76）により合成したものを東北大学
薬学部薬品合成化学教室　高橋道康先生より供与された。なお、その他の試薬類
はすべて市販特級品を使用した。
1－2　実験動物
雌雄Wistar系ラット（日本SLC（株））は、3週令または5過令で購入した。3週
令のラットは、ただちに精巣または卵巣切除の手術をした。5過令のラットは自由
に餌、水を摂取させ1週間飼育し、6適合で、性腺切除手術をした。手術後、1週間
飼育した後、以下に示す実験に従い、薬物を投与をした。
1－3　薬物調製及び投与方法
Testost，erOne PrOpionat，e（TP）、Estradiol　3－benzoat，e（EB）はコーンオイルに懸
濁し、それぞれ5　皿g／kg／Ⅲ1及び0．5　mg／kg／ml量を連続7日間または9日間、1日1回
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皮下投与した。また、クロフ　イ　プレートはコーンオイルに溶解し、250　mg／kg／皿1
の量を性ホルモン前投与7日間の動物には1回、9日間の動物には1日1回3日間、腹
腔内投与した。また、対照群のラットには、コーンオイルのみを投与し、最終投
与から24時間後に臓器を摘出し、　ミクロソームを調製した。
1－4　ラ　ット肝ミクロソームの調製
ラットの後頭部を打撲後、頚動脈を切断して脱血死させ、ただちに開腹し0．9
％　NaClで肝を十分潅流し摘出した。摘出した肝を湿重量の3倍量の1．14　％　KCl，
1mM EDTAを加えULTRA，TURRAXを用いてホモジナイズした。このホモジネート　を
9000Xgで20分間遠心し、得られた上帯を105000Xgで1時間遠心した。これより得
られたペレット　を再び1．14　％　KCl，1州　EDTA　に懸濁し、さ　らに105000×gで1時
間遠心した。得られたペレットを10　tDM TrlisTHCl buffer・（pH　7．4）（含0．25　M
Sucrosell川　EDTA）に懸濁し、　ミクロソーム画分とした。なお、　これらの試料は
使用時まで－80。Cで保存した。
1－5　肝細胞の分離と培養
Seglenらの方法を用いた77㌦　7－9週令のラットに50　皿g／皿1に調製したネンプタ
ール注射液1．5　皿1／kg量を腹腔内に投与して麻酔した後、皮膚、腹筋の順に開腹し
腹腔を露出させた。次いで門脈を露出させ留置針を用いてカニュ　レーシ　ョ　ンを行
いながら下大静脈を切断し、30　ml／ロin　の流速で37。Cに保温したCa2t，MgZヰ
free Hanks solutionで肝を潅流し脱血させた。次に、胸郭部を開いて心臓を露出
させ右心房から下大静脈にカニューレを挿入し、切断した肝下の下大静脈を相子
で止め、門脈一肝一右心房へと海流するようにした。続いてCollagenase solution
200　mlで潅流後、肝を切り離してシャーレに取りPBS中に細胞を分散させた。ガー
ゼでろ適して未消化の組織を除き、ろ液を50×gで1分間遠心して肝細胞を分離し、
これに新たにPBSを加え懸濁させた。この操作を3回繰り返し肝実質細胞を分離し
た。得られた実質細胞を37　ccの5　％　NeYborn bovine serurD（NBS）を含む培養液
にサスペンドし、100　m dishに3×106個の濃度に分注した。1群を8－10枚として
培養開始後から、約4時間後、培養液をホルモンを添加した培養液（NBS free）と
交換し、更に24時間後に培養液をClofibric acidを添加した培養液（NBS free）
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と交換し、48時間培養した0　培養液はWa叩Outh’s hB752／1（含カナマイシン0．5g
／1）を用い、使用時に最終濃度が10‾7　Mとなるようにinsulin及びdexamethasoneを
添加した。
1－6　培養液への薬物の添加方法
テストステロン及びエストラジオールはDMSOに溶解し、最終漣度が0．2／lMとな
るように培養液に加えた。Clofibric acidはDMSOに溶解し、最終漢度が1州とな
るように培養液に加えた。3，3’，5－トリ　ヨードtL－サイ　ロニンナトリ　ウムはDMSOに
溶解し、最終濃度が30　nMとなるように培養液に加えた。ヒト成長ホルモンは滅菌
水に溶解し、最終濃度が1ⅢU／皿1となるように培養液に加えた。対照群にはDMSOの
みを加えた。
1－7　肝細胞からのミク　ロソームの調製
培養液を除去し表面をPBSで洗浄した細胞をラバーポリスマンを用いてかき取り、
遠心管に集め、超音波処理によりこれらの細胞を破壊した。以下上記に述べた方
法により　ミクロソームを調製した。これらの試料は、使用時まで－80。Cで保存し
た。
1－8　タ　ンパクの定量法
LoWryらの方法を用いた78）。すなわち試料溶液に精製水を加えて100－1000倍に
希釈し、その0・5　mlを試験管に取り、アルカリ性銅試薬を3　血1加えて撹拝した。
10分後にFolin試薬0．3　mlを加えて撹拝し、30分間室温で放置した後750　n皿におけ
る吸光度を測定した。BSAで検量線を作製し、タ　ンパク量を求めた。
1－9　P450含量の測定
0皿ura＆Satoらの方法を用いた79㌦　肝ミクロソーム懸濁液は、1～2皿g／血1のタン
パク濃度となるように0・1M Pot，aSSiuⅢ　phosphate buffer（Kpi）（prl7．4）を用いて
希釈した。肝細胞からのミクロソーム懸濁液は0．5～1ug／璃1のタンパク濃度とな
るように20　％グリセロール、0．1％エマルゲン913を含む0．1M Kpi（ph7．4）で希
釈した。試料用セルと対照用セルに試料を0．9　Ⅲ1ずつ入れ390～500　nⅢのベースラ
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イ　ンを補正した後、対照用セルにのみCOガスを十分通気し、両方のセルに微量の
Sodium hYdrosulfiteを加え還元した。390～500　ntnにおける試料用セルと対照用
セルの差スペクトルを測定して450　nmと490　nuの吸光度の差を求め、ミリモル吸
光係数亡＝91を用いてP450含量をを求めた。
1－10　Cyt．b5の定量
0Ⅲura＆Satoの方法を用いた79㌦　ミクロソームを1～2　mg／血1のタンパク濃度とな
るように1州　NaCN　を含む0．1M Kpi（pH7．4）で希釈し、試料用セルと対照用セル
に試料を0．9　m1ずつ入れ、400～450　nuのベースライ　ンを補正した後、試料用セル
のみに最終濃度0．4　mMとなるよう　β－NAD”を添加した。424　nn付近と409　nm付近の
吸収極大点の吸光度の差を求め、ミリモル吸光係数亡＝185を用いてCyt．b5含量を
求めた。
1－11　NADPrI－Cyt，OChroⅢe P450　reductase（fT）2）活性の測定
0皿ura＆Takesueの方法を用いた呂0㌦．試料用セルと対照用セルのそれぞれに約
0．1mgのミクロソームタンパク、酸化型チトクロームC　40　nⅢ01、1mM NaCNを含
む0．1M Kpi（pH7．4）からなる最終容量1Ⅲ1の反応系を組み、試料用セルのみに最
終濃度が0．1ⅢMとなるようにl－NADPHを加えて反応を開始した。反応開始後550
nmにおける吸光度を経時的に測定し、550　n』における酸化塾チトクロームCと還元
型チトク　ロームCのミリ　モル吸光係数の差A，Eニ21．1を用いて比活性を求めた。
卜12　ラウリ　ン酸山一，（山一1ト水酸化活性の測定法
反応系はJohnsonらの方法81）を一部改良した下記の方法を用いた。氷令下、共
栓付試験管に約50　LL gのミクロソームタンパクとLauric acid sodiuⅢ　Salt（100
mⅢ01）を入れ、最終容量が0．5　mlとなるように0．1M Kpi（pl17．4）を加え、1mM　β
－NADPH（50／11）を添加して反応を開始し、37　ロCで20分間イ　ンキュベートした後
1N HCl（50／Jl）を加えて反応を停止させた。これに内標準物質としての
10－Hydroxydecanoic acid（10　nznol）を加えて撹拝し、エーテルで3回抽出した。エ
ーテル抽出液を合わせた後溶媒を留去し、抽出物に乾燥K2CO3（10　コg）とアセト　ン
0．5　Ⅲ1に溶解したBr－MnC（2　′川01）を加えて60　ロCで1時間イ　ンキュベート　し、カル
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ポキシル基を蛍光ラベル化した82）。反応後減圧下でアセト　ンを除去し、残留物を
メタノール2　皿1に溶解し、その10／11をHPLCに注入した。標準物質である
12－Hydroxydodecanoic acid　及び11－HYdroxydodecanoic acidも同様の操作で誘導
体化した。
HPLCの測定条件は以下の通りである。
ポンプ：880－PU型イ　ンテリ　ジェントHPLCポンプ（日本分光）
検出器：82トFP型イ　ンテリ　ジェ　ント蛍光検出器（日本分光）
データ処理：クロマトパック　C－R6A（島津製作所）
カラム：CHEMCOSRB　5－ODS－OH（150×4．6　mn）
移動相：CH30H：H20（76：24（Ⅴ／v））
流速：0．9　皿1／血in
励起波長：328　n皿
蛍光波長：380　nⅢ
1－13　エトキシクマリ　ン0－脱エチル化活性の測定
Ullrichらの方法83）の改良法であるAitioの方法84）に従って測定した。すなわ
ち、試験管内に約50／上gのミクロソームタンパクと7－Ethoxycouロarin（250　nⅢ01）
を入れ、最終容量が0．5　mlとなるように0．1M Kpi（pH7．4）を加え、1mM
β－NADPH（50　fLl）を添加して、37　°Cで10分間イ　ンキュベートした後、5　％TCAを
0・5　ml加えて反応を停止した。これに、1．6　mM　グリシンーNaOH buffer（pHlO．3）を
2Inl加え、ただちに励起波長　390　nm、蛍光波長　440　n血における蛍光強度を勘定
することによ　り、生成した7－Hydroxycou田arinを定量した。
1－14　SDS－ポリアクリルアミド電気泳動
Laelmliの方法を用いた85）。Separat，ing gel（7．5　％ゲル）にStacking gel（4　％
ゲル）を重層し、試料とSa叩le bufferを等量混ぜ、100。Cで5分間処理したものを、
泳動用緩衝液を重層して20　皿Aの定電流で泳動した。
1－15　Western blot，ting
Towbinらの方法を用いた86）。ミクロソームタ　ンパクをSDSで可溶化Lとのち
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SDS－PAGEを行った。ゲルからニトロセルロース膜に、Satorius semidry electro
bl0tterを用いて転写したのち（100mA，4時間）、以下の方法で免疫染色して対応成
分を検出した。
1）ブロ　ッキング
2）1次抗体
3）洗浄
4）2次抗体
5）洗浄
6）酵素標識
7）洗浄
8）発色
5　％スキム　ミ　ルクーPBS
Goat Anti－Rat CYP4AI Seru】】
PBSX1，0．05　％T曹een20－PBSX3．PBSXl　各5分
Rabbit anti－gOatIgG serum
PBSX1，0．05　％T曹een20TPBSX3，PBSxl　各5分
Horseradish peroxidase標識プロテインA
PBSXl，0．05　％TYeen20－PBSX3，PBSXl　各5分
0．05　％　3，3－DiaElinobenzidine t．etrahydrochlorideT50　E）M
Tris－HCl buffer（pH7．4）溶液及び0・01％H202
1－16　RNAの抽出
ChoⅢzynSki　らの方法を用いた87㌦　摘出肝的200皿gをSolution D中で超音波処
理して破壊し、2　M Sodiun acetate（pH4）0．2Jnl，水飽和　Phenol Z E）l，
Chloroform－Isoamyl alcohol混合液（49：1）0．4mlを順次加え30秒間激しく撹拝し
氷上に15分間静置した。これをあらかじめ高圧蒸気滅菌したシリコンコートエッ
ペンドルフチューブに分注し、10，000Xgで20分間遠心した。上相（水相）を新し
いエッペンドルフチューブに取り、等量の2－Propanolを加えて－20。Cで30～60分
間静置した。次に10，000gで20分間遠心し上相を捨て、0・2mlのSolution Dを加え
て沈澱物を完全に溶解させ2－Propanol O．2刀1を加えて再度－20．Cで30～60分間静
置した。その後10，000×gで10分間遠心して上椙を除去し、75　％　ethanolで沈澱
物を撹幹洗浄し、さらにこれを10，000×gで10分間遠心した。減圧下でエタノール
を除去し、沈澱物を適量のDiethyl pyrocarbonate（DEP）処理水（D／W）に溶解し、こ
れをRNA溶液とした。Solution Dの組成は以下の通りである。
SolutionI）＝Guanidinium thiocYanate（62．5　g）を精製水（73．3　E）1）に溶解したもの
に、0．75　M Sodium Citrate（pH7．4）4．4皿1及び10　％（Y／V）SarcosyI　6・6　nlを加
え、この溶液に2－Mercaptoethanol（2－ME）90　jLlを加える0
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1－17　RNAの定量
得られたRNAをD用で200倍に希釈し、D川を対照として260mⅢにおける吸光度を
測定し、OD＝1を40／上g／mlのRNA濃度として試料中のRNA濃度を算出した。
1－18　RNA試料の討製
RNA試料溶液は以下のように調製した。RNA溶液20　〃g／6．6　〝1，10×MOPS
buffer3・0／Ll・2t2M Formaldehyde5・4　FLl，50　％　Foruamide15．0／Jlからな
る計30　〝1の溶液を65　ロCで20分間処理した後氷冷し、臭化エチジウム含有染色溶
液3FLlを加えた010×MOPS buffer及び臭化エチジウム含有染色液の組成は以下の
通り　であ　る。
10×MOPS buffer（pH7．4）
MOPS
Sodiun）aCetate
EDTA．2Na
41．8（g／1）
12．3
3．72
使用にあたってはこの溶液を高圧蒸気滅菌（121。C，60分）した。
臭化エチジウム含有染色液
Bron）Phenol blue　とⅩylene cyanoI FFを、いずれも最終濃度が　0．05　％
なるように80　％　Glycerolに溶解し、高圧蒸気滅菌（121。C　60分）して染
色溶液とした。この溶液と臭化エチジウム溶液をに混合して臭化エチジ
ウム含有染色溶液とした。
1－19　アガロースゲルの調製
電気泳動用アガロース0・9gに精製水64．8mlを加えて加熱溶解し、熱時10×
HOPS buffer　9　血1及びFor皿aldehyde16．2　nlを加え、アガロースゲルを調製した。
1－20　電気泳動
泳動用緩衝液には10×MOPS bufferを10倍に希釈したものを用い、約80Vで3～4
時間泳動した。泳動後はUV照射により、RNAの分離を確認した。
1－21　Northern blott，ing
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Waxmanらの方法を用いた88㌦　アガロースゲルよりナイロン膜に浸透圧を利用し
てRNAを転写した。緩衝液には20×SSCを用いた。20×SSCの組成を以下に示す0
20×SSC（pH7．0）
NaCl 175．3（g／1）
Trisodiu皿　Citrate dihYdrate　88・6
使用にあたってはこの溶液を高圧蒸気滅菌（121．C，60分）した。
1－22　PrehYbridization
RNAを転写したナイロン膜をPrehybridization buffer　5　田1に浸し、45。Cで一
晩静置した。Prehybridization bufferの組成を以下に示す0
PrehYbridization buffer
Forn）alⅢide 1．O Ill
50×Denhardt’s solution O．5　n）1
20×SSC
lO％SDS
D／W
1．25Inl
O．1I旺1
2．05　Ⅲ1
上記の溶液に以下のものHeat quench（100－C，5分）をして混ぜた。
SaluOn SperⅢ　DNA（5Ⅲg／Ⅲ1）　　　　0．03　ml
D／W 0．07　皿1
1－23　Ilybridization
PrehYbridization bufferを除去し、ナイロン膜をhybridization buffer　2　皿1
に浸し、45。Cで一晩静置した。nYbridization bufferの組成を以下に示す。
tlybridization buffer’
ForⅢlanide
50X Denhardt’s solution
20×SSC
lO％SDS
32p－labeled probe（2×106cpTn）
D／W
－62－
0．20　m1
0．20　皿1
0．50　皿1
0．04　皿1
0．21血1
0．8　皿1
上記の溶液に以下のものをTleat quench（100℃，5分）して加えた。
SalⅢOn Speru DNA（5刀g／ml）　　　　0．015ml
D／W o．035皿1
なお、CYP4Al nRNAの検出に用いたプローブは以下の配列を持つ合成01igodeoxy
－ribonucleotideを用い19）、Megalabel kitを用いて5，末端を［γ－32p］ATPでラベ
ル化した。ここで用いたプローブはCYP4Al遺伝子配列と高い相同性を有する
CYP4A2及びCYP4A3の血月NAとは結合しない、高い特異性をもつオリゴヌク　レオチド
である。
Probe：5’－TAT GGG AAG GGT GCT GGC TT
ト24　非結合32p標識Probeの除去
ナイロン膜を2X SSC－0．1％SDS、0．2X SSC－0．1％SDSで洗浄した後、ペーパータ
オル上で風乾した。
ト25　Autoradiography
得られたナイロン膜にⅩ腺フイルムを密着させ、－80　0Cで2～7日間感光後、Ⅹ腺
フ　イ　ルムを現像した。
1－26　統計処理
各データは、平均値（nご2）あるいは平均値±標準偏差値（n≧3）で示し、有意差検
定はStudent，のt検定により行った。
第2節　第2章付属実験
2－1　実験動物
雌雄ddY系マウス（日本SLC（株））、Balb／C及びC57BL／6系マウス（東北大学医
学部付属動物実験施設マウスセンター）は、4週令で購入し自由に餌、水を摂取さ
せて1週間飼育し、5週令で、性腺切除手術を行った。手術後、1週間飼育した後、
以下の投与計画によって薬物処理を行った。
2－2　薬物調製及び投与方法
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Testosterone propionate（TP）、Estradiol　3－benzoate（EB）はコーンオイルに懸
濁し、それぞれ5　皿g／kg／2ml及び0．5】噂／kg／2Ⅲ1量を6適合から連続7日間、1日1回
皮下投与した。また、対照群のラットには、コーンオイルのみを投与し、最終投
与から24時間後に肝を摘出し、　ミク　ロソームを調製した。
2－3　抗体阻害実験
1－9に示した反応系に抗CYP4Al抗体を添加し、30分間プレイ　ンキュベートを行っ
た。その後NADPH添加により反応を開始し、以下ト9に示したように操作した。
第3節　第3章付属実験
3－1　実験動物
雌雄ddY、C3H／HeN、及びC3H／HeJ系マウスは日本SLC（棟）より購入した。
Balb／C及びC57BL／6系マウスは東北大学医学部付属動物実験施設マウスセンターよ
り購入した。特に、ddYマウスは4週令で購入し自由に餌、水を摂取させて1週間飼
育し、5週令で性腺切除手術を行った。手術後1週間飼育し、以下の投与計画によ
って薬物処理を行った。
3－2　薬物調製及び投与方法
TP、EBはコーンオイルに懸濁し、それぞれ5　mg／kg／2Ⅲ11及び0．5Iロg／kg／2Ⅲ11量を
6週令から連続7日間、1日1回皮下投与した。クロフ　イ　プレートはコーンオイルに
懸濁し、250　mg／kg／2Ⅲ1量を連続3日間、1日1回腹腔内投与した。DEXはコーンオイ
ルに懸濁し、100　mg／kg／2Ⅲ1量を連続4日間、1日1回腹腔内投与した。また、対照
群のラットには、コーンオイルのみを投与し、最終投与から24時間後に腎を摘出
し　ミク　ロソームを詞製した。
3－3　抗体阻害実験
1－9に示した反応系に抗CYP4Al抗体を添加し、20分間プレイ　ンキュベートを行っ
た。その後NADPH添加によ　り反応を開始し、以下卜9に示したように操作した。
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